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CAPÍTULO I - INTRODUÇÃO 
1-DESCRIÇÃO ANÁTOMO-FUNCIONAL 
1.1-Morfologia 
Anodonta cygnea é um molusco de água doce pertencente à 
classe Bivalvia, subclasse Lamellibranchia e família Unionidae. 
Caracteriza-se fundamentalmente por possuir simetria bilateral, 
manto com dois lóbulos aderentes a duas valvas calcárias (con-
cha), quatro palpos labiais, lamelas branquiais extensas ciliadas 
e por não apresentar cabeça e rádula (Franc, 1960; Storer et ai., 
1979; Seed, 1983). 
Como se pode ver nas Figuras 1.1a, 1.1b, I.2a e 1.2b o corpo 
mole, achatado e mais ou menos alongado, sobressaindo em direcção 
à face ventral, encontra-se inteiramente envolvido por duas 
pregas laterais e simétricas provenientes do tegumento dorsal. 
Estas pregas, de dimensões apreciáveis, constituem os lóbulos do 
manto que delimitam pela face interna uma cavidade situada ven-
tralmente em relação ao tronco principal do corpo e que se 
designa por cavidade intrapaleal. Esta cavidade pode ficar total-
mente isolada graças ao ajuste perfeito das margens musculares 
livres do manto. Na região posterior, as margens do manto formam 
dois pequenos canais: um ventral ou sifão de entrada e um dorsal 
ou sifão de saída. As faces externas dos dois lóbulos do manto 
revestem inteiramente as duas valvas da concha. O bordo do manto 
contorna paralelamente o bordo da concha segundo uma linha (linha 
paleai) onde se inserem as fibras musculares aí existentes. Este 
ajuste à periferia, entre o manto e a concha, origina uma segunda 
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cavidade, a cavidade extrapaleal, situada entre a concha e a face 
externa do manto, que encerra um líquido de composição muito 
idêntica à da hemolinfa do animal (Taylor et ai., 1969; Istin, 
1970). A concha é constituida por duas valvas igualmente desen-
volvidas e de forma ovalada sendo a região posterior mais estrei-
ta que a anterior e a região dorsal mais espessa que a ventral. 
Na região médio-dorsal as duas valvas da concha articulam-se à 
custa de um forte ligamento elástico que funciona como charneira 
(Franc, 1960; Storer et ai., 1979; Seed, 1983). A concha é cons-
tituida por três camadas sobrepostas: uma camada externa (perios-
traco) delgada, colorida e endurecida por escleroproteinas; uma 
camada média prismática de carbonato de cálcio cristalino; e uma 
camada interna, nacarada ou lamelar, formada de grande número de 
lâminas delgadas de carbonato de cálcio com uma ligeira irides-
cência semelhante à de madrepérola (Beedham, 1958; Taylor et ai., 
1969; Storer et ai., 1979; Beaumont et Cassier, 1981; Wilbur e 
Saleuddin, 1983). Na linha média e dividindo a cavidade intrapa-
leal incompletamente, há uma massa de tecido muscular, o pé. No 
seu interior há uma pequena região intestinal e as gónadas, 
localizando-se os restantes órgãos internos num tronco dorsal 
(Storer et ai., 1979). Como se pode ver na Figura I.1b e na 
Figura 1. 2b de cada lado do pé há um par de brânquias, brânquias 
externas e internas, constituidas por lamelas branquiais unidas 
ventralmente formando uma estrutura em W. Dois grandes músculos 
transversais, o adutor anterior e o adutor posterior, inserem-
se na face interna de cada valva e servem para manter as valvas 
encostadas (Fig. I.1b e Fig. I.2a). 
Como se pode observar na Figura 1.3 A. cygnea possui um 
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Fig. 1.1 - Fotografia de A. cygnea recolhida na Lagoa de Mira a Norte de 
Portugal. 1a) Face lateral esquerda da concha com as linhas de crescimento 





















sistema circulatório simples, sem capilares sanguíneos entre as 
artérias e veias (sistema aberto). 0 coração envolvido pelo 
pericárdio compreende duas aurículas e um ventrículo musculoso 
estando este em torno do recto. 0 ventrículo bombeia o sangue 
pela aorta anterior em direcção ao pé e às vísceras (excepto rins 
e brânquias) e pela aorta posterior em direcção ao recto e ao 
manto. Uma parte do sangue arterial percorre vasos propriamente 
ditos, e outra parte pode confluir no interior de seios sanguí-
neos existentes no pé ou ainda difundir para os espaços interce-
lulares. 0 sangue dirigido ao manto é aí oxigenado e retorna às 
aurículas directamente. 0 sangue que circula nos outros órgãos 
converge nos rins através duma veia comum passando de seguida às 
brânquias para aí ser também oxigenado antes de voltar às aurícu-
las . Deste modo, a respiração ocorre no manto e nas brânquias 
(Storer et ai., 1979; Beaumont et Cassier, 1981; Seed, 1983). 
O sangue, frequentemente designado por hemolinfa, correspon-
de a cerca de 55% do peso do corpo (sem a concha) (Chaisemartin 
et ai., 1970) e consiste num líquido de aspecto ligeiramente 
incolor, com alguns elementos figurados e cujo teor em substân-
cias orgânicas e inorgânicas é reduzido, daí a sua reduzida 
pressão coloido-osmótica. O meio interno do animal é mais con-
centrado que o meio ambiente possuindo a hemolinfa uma osmolali-
dade de cerca de 57 mOsmol enquanto que a água do local onde 
foram colhidos os animais que estudámos tinha cerca de 22.0 
mOsmol, o que traduz uma razoável capacidade de osmoregulação. 
Nestes animais a composição iónica da hemolinfa é a seguinte: 
5.58 mM de cálcio, 1.0 mM de magnésio, 20.8 mM de sódio, 0.71mM 




Fig. 1.2 - Representação diagramática das estruturas internas de A. cygnea. 
2a) Observação em corte longitudinal quando a concha, o manto e as brânquias 
do lado esquerdo são removidos. 2b) Observação em corte transversal ao nível 
da região do coração (segundo Storer et ai., 1979). 
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Fig. 1.3 - Diagrama do sistema circulatório e do fluxo sanguíneo de um molusco 
de água (segundo Storer et ai., 1979). 
Esta composição iónica é semelhante à descrita por Potts (1954a). 
0 défice aniónico (cerca de 14.6 mM) deve corresponder em grande 
parte à concentração de bicarbonatos. Os elementos figurados do 
sangue são amoebócitos e eritrócitos que provavelmente conterão 
algum pigmento respiratório do tipo da hemoglobina (Hill e Welsh, 
1966). 
0 equilíbrio ácido-básico na hemolinfa destes animais é 
frequentemente afectado por circunstâncias naturais, como por 
exemplo pelas condições de anoxia, resultante de uma redução no 
caudal das águas. Origina-se então uma acumulação de ácidos 
orgânicos (ácido succínico e láctico) geradora de acidose a que 
facilmente sobrevive (Burton, 1983). 0 control do pH do meio 
interno em condições agudas deve-se essencialmente ao poder 
tampão dos bicarbonatos. A grande reserva de CaC03 da concha dos 
moluscos constitui uma fonte ideal de bicarbonatos para tamponar 
o meio interno (Burton, 1983). Em A. cygnea em anaerobiose, o pH 
diminui pouco porque bicarbonatos provenientes da concha entram 
para a hemolinfa (Dotterweich and Elssner, 1935). Segundo Istin 
e Kirschner (1968) em condições de aerobiose há um fluxo líquido 
de cálcio para a concha favorecendo o seu crescimento normal, mas 
em anaerobiose acentuada a concha serviria como um reservatório 
de tampão usado pelo animal na neutralização de ácidos orgânicos 
produzidos metabolicamente. 0 fluxo líquido de bicarbonatos será 
em direcção à hemolinfa. Dado a existência de outras reservas 
internas de CaC03 localizadas por Istin e Girard (1970b) no manto 
de A. cygnea, foi sugerido, em experiências com preparações do 
manto, que estas reservas associadas à anidrase carbónica consti-
tuíam igualmente um sistema tampão da hemolinfa, uma vez que 
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tensões crescentes de dióxido de carbono determinariam a liberta-
ção de cálcio e de bicarbonatos (Istin e Girard, 1970a e 1970b). 
Em situações de acidose (metabólica, respiratória ou ambas) há 
libertação de cálcio e de bicarbonatos segundo o esquema: 
H+ + CaC03 - > Ca2+ + HC03" ( 1 ) 
Dado que se desconhece em grande parte a origem dos bicarbonatos 
implicados na regulação do balanço de protões, na generalidade 
dos moluscos de água doce, abordaremos esta questão no presente 
trabalho. Primeiro, porque sendo o manto rico em cálcio e perfun-
dido por um débito elevado de hemolinfa, a manutenção do pH ideal 
seria mais facilmente alcançada pela mobilização directa (no sen-
tido da remoção ou deposição) destas reservas internas. Em segun-
do lugar porque, embora o nosso objectivo principal seja o de 
estudar o papel fisiológico do manto na formação da concha, pare-
ce relevante tratar igualmente os aspectos relativos ao equilí-
brio ácido-básico, visto o cálcio e os bicarbonatos estarem 
implicados em ambos os processos. Deste modo, o estudo do equilí-
brio ácido-básico poderá facilitar a compreensão dos mecanismos 
de calcificação. 
A renovação da água no interior da cavidade intrapaleal é 
um factor importante no fornecimento de oxigénio e de partículas 
alimentares sendo vários os processos mecânicos que contribuem 
para tal, de que são exemplos os movimentos ciliares branquiais. 
Como se pode observar na Figura 1.4 e conforme as descrições de 
Storer et ai. (1979) e Seed (1983) as brânquias são uma estrutura 
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Fig. 1.4 - Diagrama da estrutura branquial de um molusco de água doce. 4a) 
Corte longitudinal, com remoção das estruturas do lado esquerdo, mostrando a 
organização interna da brânquia: via de circulação da água (< ) ; via de 
circulação de partículas alimentares retidas pelos mucus e levadas para a boca 
(< ); via de partículas rejeitadas (< ) ; 4b) Porção de brânquia aumen-
tada: via de fluxo sanguíneo, em baixo os vasos aferentes e em cima os eferen-
tes. 4c) Corte transversal de dois filamentos branquiais muito ampliados para 
mostrar a superfície ciliada (segundo Storer et ai., 1979). 
complexa resultando da associação de canais de água e de vasos 
sanguíneos. Cada lamela branquial é constituida por filamentos 
verticais reforçados por peças quitinosas e ligadas entre si por 
filamentos horizontais que deixam pequenos orifícios de permeio. 
Divisões transversais entre as duas lamelas contíguas dividem- o 
interior duma brânquia em muitos canais aquosos verticais. 
Dorsalmente os canais aquosos de cada brânquia convergem numa 
câmara suprabrânquial comum que se estende posteriormente até ao 
sifão de saída. 0 sangue proveniente das veias renais passa 
através de vasos estreitos aferentes e eferentes nas junções 
lamelares e interlamelares onde se oxigena antes de retornar ao 
coração. Os filamentos branquiais possuem uma série de tractos 
ciliares bem definidos que desempenham funções diferentes. Os 
cílios laterais poderosos, localizados de cada lado do filamento 
e dispostos em fila contínua, criam correntes de entrada e de 
saída através dos sifões de entrada e de saída respectivamente. 
Os cílios frontais nas cristas de cada filamento servem para 
reter, seleccionar e transportar material alimentar em suspensão, 
quer para a região dorsal quer para a ventral, até encontrar 
sulcos de recolha alimentar que o conduzem à boca. Esta acção é, 
segundo Storer et ai. (1979) e Morton (1983), complementada pelos 
palpos labiais e muito provavelmente pelo muco segregado nas 
células branquiais, não se sabendo contudo qual o mecanismo de 
actuação do muco. 
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1.2-Condições ecológicas 
A. cygnea, molusco de água doce utilizado no presente estudo, 
foi recolhida na lagoa de Mira a norte de Portugal, onde vive em 
águas muito pouco movimentadas e com uma profundidade muito 
baixa. 0 período de vida desta espécie inicia-se no mês de Agosto 
com o desenvolvimento do embrião no interior dos canais de água, 
nas brânquias externas da fêmea, seguindo-se o aparecimento das 
primeiras larvas (gloquídio) por volta do mês de Outubro (Galhano 
e Silva, 1983). Segundo estes autores, a partir de Janeiro estes 
gloquídios iniciam uma fase temporária de parasitismo alojando-
se nas brânquias, lábios ou barbatanas dos peixes onde passam por 
metamorfoses. Esta vida parasitária cessará por volta do mês de 
Abril e iniciar-se-á a fase adulta no fundo da lagoa com cresci-
mentos ciclicamente sazonais. Este crescimento fica bem expresso 
na face externa da concha pela presença de linhas de crescimento 
(Figs I.1a e I.5a) o que permite avaliar a idade do animal. 
Segundo Storer et ai. (1979) e Seed (1983), A. cygnea desenvolve 
posteriormente um tipo de vida sedentária fixando-se numa posição 
ligeiramente inclinada para a face ventral com a região anterior 
do corpo introduzida na lama ou na areia e com os sifões de 
entrada e de saída em contacto com a água (Figs I.5a e I.5b). 
Pode contudo, de quando em quando, realizar pequenas e lentas 
deslocações na lama através da expansão do pé por entre as duas 
valvas seguida da contracção dos seus músculos. As variações de 
volume do pé efectuam-se à custa de um enchimento e esvaziamen-
to dos seios sanguíneos localizados no pé. Estes movimentos da 
concha ao longo da lama desenham dois sulcos paralelos marcados 
pelas duas valvas. Este molusco alimenta-se de microorganismos 
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em suspensão como por exemplo microalgas, protozoários, partícu-
las orgânicas e detritos de natureza variada que penetram no 
interior da cavidade intrapaleal arrastadas por pequenas corren-
tes de água originadas pelas vibrações dos cílios branquiais e 
do manto (Morton, 1983). É de realçar ainda a resistência deste 
animal a condições de vida desfavoráveis, como por exemplo a 
anoxia, altura em que mantém a concha hermeticamente fechada e 
suportando um tipo de vida latente que pode durar vários dias. 
A água da lagoa onde os animais foram colhidos (ver Tabela III.1, 
Capítulo III) tem cálcio (1.64 mM), magnésio (0.42 mM), sódio 
(1,39 mM), potássio (0.48 mM) e cloro (5.3 mM) a que corresponde 
uma osmolalidade baixa de cerca de 22.0 mOsmoles. A temperatura 
da água oscila ao longo do ano entre os 10°C no inverno e os 20°C 
no verão, tal como o seu volume, mais elevado no inverno (caudal 
de entrada maior) e muito menor no verão (caudal de entrada redu-
zido) . O pH da água varia entre pH 6.8 e pH 7.2. 
1,3-Estrutura e função do manto 
O manto de A. cygnea é constituido por dois epitélios: o 
interno ou intrapaleal voltado para o corpo do animal em contacto 
com a cavidade intrapaleal, e o externo ou extrapaleal voltado 
para o lado da concha em contacto com a cavidade extrapaleal. 
Estes dois epitélios estão separados em toda a sua extensão por 
um tecido conjuntivo onde circula a hemolinfa, mas ao nível do 
bordo externo encontram-se unidos e formam uma região com três 
pregas paralelas de características estruturais diferentes. Os 
estudos realizados por Beedham (1958) e Istin e Masoni (1973) em 
A. cygnea e por Seed (1983) noutros moluscos permitiram descrever 
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alguns aspectos morfológicos, ultraestruturais e citoquímicos do 
manto. Conforme se pode observar na Figura I.6a o bordo do manto 
está subdividido: numa prega externa que segrega o periostraco 
e a camada calcária externa; numa prega média principalmente 
sensitiva e numa prega muscular interna que controla o fluxo de 
água dentro da cavidade do manto. 0 sulco onde está inserido o 
periostraco, entre a prega média e a prega externa, é envolvido 
por dois epitélios diferentes. 0 epitélio da prega média (face 
exterior) é constituido por células cúbicas pequenas, de 6 a 8 
um de altura, enquanto que as células epiteliais da prega externa 
(face interior) são colunares e altas com cerca de 45 um de 
altura. Embora o periostraco esteja aderente à prega média, as 
células da prega externa parecem ser as únicas responsáveis pela 
sua secreção. Apresentam um núcleo situado na metade basal, um 
citoplasma intensamente corado, grânulos espessos na zona distai, 
provavelmente com polifenois relativos a proteínas taninadas 
presentes também no periostraco, ácidos ribonucleicos em concen-
trações acentuadas e uma distribuição de fosfatase alcalina na 
superfície que reveste o sulco. 
0 epitélio externo do manto subjacente às camadas calcáreas 
externa (prismática) e interna (lamelar) está dividido em duas 
regiões diferentes. Pensa-se que a região do epitélio correspon-
dente à face exterior da prega externa segrega a camada prismáti-
ca e a região correspondente à superfície geral do manto (epité-
lio extrapaleal) segrega a camada lamelar. As células da face 
exterior da prega externa são basicamente idênticas às da face 
interior, embora as inclusões granulares sejam menores. A altura 
das células pode variar entre 20 e 45 um ou até mesmo 55 um em 
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Fig. 1.5 - Diagrama mostrando alguns aspectos externos de A. cygnea e a 
posição normal no seu meio ambiente. 5a) Animal imerso parcialmente na lama, 
inclinado para a face ventral e com a região posterior em contacto com a água. 
5b) Região posterior com os sifões de entrada e saída de água e com os bordos 
do manto unidos (segundo Storer et ai., 1979). 
Linha camada linha de sulco 
paleai interna ceseímento camada periostraco periostraçai 
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Fig. 1.6 - Diagrama da estrutura do manto e da relação deste com a concha em 
A. cygnea. 6a) Corte transversal do manto e da valva. 6b) Corte longitudinal 
da extremidade posterior do ligamento e do manto subjacente (segundo Beedham, 
1958). 
regiões de maior actividade. O epitélio da superfície geral do 
manto está assente sobre um conjunto de feixes espessos de fibras 
e possui células mais largas e menos altas gue as anteriores e 
um menor número de células secretoras (Fig. I.6a). Na membrana 
apical destas células há microvilosidades voltadas para a concha. 
0 citoplasma caracteriza-se por um elevado teor de glicogénio e 
pode-se observar, na região apical da célula, um numero abundante 
de mitocôndrias. Segundo Beedham (1958), as células secretoras 
desta superfície sintetizam um mucopolissacarídeo neutro. 0 
conhecimento da natureza específica deste mucopolissacarídeo e 
a caracterização morfológica e ultraestrutural das células pode 
contribuir grandemente para o conhecimento dos processos de 
biomineralização da concha. A linha paleai, gue limita a cavidade 
extrapaleal resultante da ligação deste epitélio à concha por 
inserção dos músculos paleais da prega interna do manto, desenha-
se, ao contrário de outras espécies, dentro dos limites da camada 
calcárea lamelar. 
No bordo dorsal e subjacente à região posterior de cresci-
mento do ligamento, o epitélio está estruturado de forma idêntica 
tendo as camadas do ligamento a mesma origem gue as corresponden-
tes camadas das valvas (Fig. I.6b). É de realçar contudo, gue a 
camada calcária interna do ligamento é segregada pelo epitélio 
do istmo do manto e gue a camada calcária externa apresenta uma 
zona resultante da fusão das superfícies externas das pregas 
externas. 0 epitélio da prega externa é agui também mais alto e 
apresenta um maior número de células secretoras gue o epitélio 
do istmo do manto. A existência de inclusões granulares no 
citoplasma das diferentes células sugere gue estes epitélios têm 
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função secretora. 
0 epitélio interno que reveste a cavidade paleai é consti-
tuído por células relativamente baixas e cubóides. As células 
ricas em produtos de secreção, identificados como mucopolissaca-
rídeos ácidos, possuem na membrana apical longos cílios e micro-
vilosidades de dimensões reduzidas e um citoplasma muito vacuoli-
zado. 0 muco segregado por este epitélio está provavelmente 
implicado nos processos de selecção das partículas alimentares 
em que participam fundamentalmente as secreções branquiais desco-
nhecendo-se contudo, a forma de actuação destes mucos. 
O tecido conjuntivo interepitelial, bastante heterogéneo, 
compõe-se de fibras musculares e conjuntivas que definem espaços 
hemolinfáticos para onde circula a hemolinfa com células móveis, 
predominantemente eritrócitos. É interessante realçar que existem 
dispersos imensos grânulos extracelulares opacos aos feixes de 
electrões. São grânulos calcários que resultam da deposição 
alternada e concêntrica de CaC03 e de matriz orgânica. 
1.4-Formação da concha 
1.4.1-Mecanismos fisiológicos 
0 estudo do crescimento normal e da regeneração da concha 
de moluscos foi realizado pela primeira vez por Réaumur (1709) 
que sugeriu ser a formação da concha resultante da actividade 
secretora do manto. Mais tarde Frémy (1855) descreveu a existên-
cia de duas componentes na concha: orgânica e inorgânica. Foi 
utilizada pela primeira vez a designação de conchiolina para a 
componente orgânica. Biedermann (1902) sugeriu mesmo que cada 
camada da concha era segregada por uma área especializada do 
1-11 
epitélio extrapaleal do manto. Desde então, vários aspectos da 
formação da concha de moluscos têm sido estudados, como por 
exemplo a morfologia do manto e da concha, estrutura, calcifica-
ção e reparação da concha (Simroth e Hoffmann, 1928; Boggild, 
1930; Haas, 1935; Robertson, 1941; Wilbur, 1960, 1964; Grégoire, 
1967; Timmermans, 1969). Mais recentemente a descrição da estru-
tura da concha avançou muito graças às investigações no campo da' 
biomineralização da matriz orgânica (Wilbur, 1976, 1984; Wilbur 
e Simkiss, 1979; Crenshaw, 1982; Krampitz et al., 1983; Mann, 
1983; Weiner et al., 1983; Greenfield et al., 1984; Wheeler e 
Sikes, 1984). Contudo, ainda que a estrutura da concha seja agora 
razoavelmente conhecida o mecanismo da sua formação está por 
esclarecer. Trata-se no entanto, duma área de grande interesse 
em biologia visto que, para além da sua importância na manutenção 
da integridade das membranas celulares, o cálcio ocorre em grande 
quantidade no esqueleto dos animais. Nos animais superiores o 
cálcio é depositado através de um tecido difuso, de difícil 
acesso e isolamento. Ao contrário, nos invertebrados e particu-
larmente nos bivalves, o tecido responsável pela deposição do 
cálcio constitui um modelo de fácil experimentação (Istin 1970). 
Os estudos sobre o crescimento em espessura da concha, ao 
nível da região central do manto, envolvem fundamentalmente três 
aspectos diferentes: a síntese da matriz orgânica da concha; o 
transporte iónico através do manto e a nucleação, orientação e 
crescimento estrutural do complexo cristalino. Os métodos utili-
zados incluem técnicas de cristalografia por difracção de raio-
X e de polarização, histoquímica, bioquímica e de fisiologia 
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celular. Os resultados obtidos na área da fisiologia celular, 
mais especificamente da electrofisiologia, tem sido praticamente 
nulos no que se refere à interpretação dos movimentos iónicos 
através do manto. Atendendo a que se trata da formação de uma 
estrutura calcária, desde logo se coloca como hipótese a existên-
cia de um transporte activo de cálcio em direcção à concha. Esta 
sugestão é ainda reforçada se analizarmos a composição iónica dos 
diferentes compartimentos líquidos de A. cygnea. A concentração 
de cálcio na hemolinfa e no líquido extrapaleal é cerca de quatro 
vezes a do meio externo (ver Tabela III.1, Capítulo III). Esta 
hipótese é ainda mais facilmente colocada se nos lembrarmos que 
existe uma diferença de potencial eléctrico através do manto com 
o lado mais positivo correspondendo ao líquido extrapaleal em 
contacto com a face interna da concha (Kirschner et ai., 1960; 
Istin e Maetz, 1964) o que iria contrariar qualquer movimento 
passivo de cálcio. Segundo Istin e Kirschner (1968) o potencial 
eléctrico através do manto é gerado na quase totalidade pelo 
epitélio extrapaleal e mais concretamente pela membrana apical 
que está em contacto directo com o líquido extrapaleal. Isto leva 
a priori" a pensar que o transporte activo de cálcio ocorreria 
na membrana apical deste epitélio. Contudo, os fluxos realizados 
com cálcio marcado são consistentes com movimentos passivos 
(Istin e Maetz, 1964). A capacidade de osmoregulação para os iões 
sódio, potássio, magnésio e cloro no meio interno (ver Tabela 
III. 1, Capítulo III) dá origem a gradientes electroquímicos 
transepiteliais e/ou transmembranares que podem interferir nos 
movimentos de cálcio em direcção à concha. Muito pouco se sabe 
sobre os mecanismos de transporte dos restantes iões através do 
1-13 
manto. A partir de uma análise geral pode-se deduzir que a mobi-
lização dos iões HC03~' necessários ao processo de mineralização 
da concha e à regulação do pH na hemolinfa, acompanha a mobiliza-
ção de cálcio em ambos os sentidos. A mobilização no sentido da 
hemolinfa ou da concha estaria apenas dependente de um gradiente 
electroquímico criado por factores circunstanciais. Com efeito, 
segundo Istin e Kirschner (1968) e Wilbur e Saleuddin (1983), 
pode-se dizer que o fluxo líquido destes iões processar-se-ia no 
sentido da concha durante o período de deposição, em condições 
de aerobiose, e no sentido da hemolinfa em condições de anaero-
biose, a partir da solubilização do CaC03 recentemente deposita-
do. Os iões HC03~ presentes na hemolinfa podem ser fornecidos a 
partir do meio externo (Hammen e Wilbur, 1959) e/ou terem origem 
na descarboxilação dos compostos do ciclo de Krebs (Martin, 1961 ) 
ao nível dos tecidos, em particular do manto, e que se traduz na 
libertação de C02 celular e consequente hidratação na presença da 
anidrase carbónica (AC) segundo o esquema: 
C02 + H20 <-> H2C03 <-> H+ + HC03~ (2) 
AC 
Os bicarbonatos quando em excesso e em associação com o cálcio, 
presente na hemolinfa ao nível do manto, podem precipitar forman-
do grânulos calcários extracelulares, descritos por Istin e 
Girard (1970b), e podem constituir posteriormente fonte de bicar-
bonatos e de cálcio segundo o esquema: 
Ca2+ + HC03~ <-> CaC03 + H+ (3) 
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Esta reacção é reversível e dar-se-à no sentido da deposição ou 
da ionização conforme é produzido ou removido bicarbonato num 
processo acelerado pela anidrase carbónica a qual se localiza à 
superfície dos grânulos (Istin e Girard, 1970b). O sentido desta 
reacção dependerá das variações de pH na hemolinfa e no líquido 
extrapaleal (Istin e Masoni, 1973). Esta hipótese embora parecen-
do mais óbvia, necessita contudo de ser confrontada com a descri-
ção, já referida, das situações de anaerobiose e de aerobiose 
feitas por Istin e Kirschner (1968) em relação à A. cygnea e por 
Wilbur e Saleuddin (1983) em relação aos moluscos em geral. 
A constatação "in vitro" de variações cíclicas na taxa de 
transporte iónico no epitélio extrapaleal ao longo do ano (Capí-
tulo III) levou a pensar que esta actividade dependeria directa-
mente do metabolismo. Com efeito, ocorrem variações sazonais na 
actividade metabólica que podem ser consoante as condições 
ambientais acima descritas, predominantemente aeróbica no outono-
inverno ou anaeróbica na primavera-verão. Nos moluscos bivalves, 
durante a primavera-verão há uma maior incorporação de C02 e uma 
acentuada acumulação de ácido succínico em vez do ácido láctico 
(Prosser, 1973; Ahmed e Chaplin, 1979). Durante o outono-inverno 
haverá taxas de síntese de ATP maiores. Com efeito, em condições 
de anaerobiose a operação via succinato decorre da carboxilação 
do fosfoenolpiruvato para oxaloacetato enquanto que em condições 
de aerobiose a operação via ciclo de Krebs decorre da conversão 
do fosfoenolpiruvato em piruvato (Prosser, 1973; Gabbott, 1983). 
A partir destes dados, Mustafa e Hochachka (1971) postularam que 
o H+ seria um comutador essencial na selecção da via a desenvol-
ver, havendo assim acumulação de succinato quando o pH diminui 
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e activação do ciclo de Krebs quando o pH aumenta (Fig. 1.7). 
Qualquer acumulação de alanina em anaerobiose potenciará o efeito 
do pH. Parece óbvio que o relacionamento entre a actividade meta-
bólica e a actividade de transporte iónico ao nível do manto 
pode levar a uma melhor compreensão do ciclo normal de calcifica-
ção ao longo do ano. 
Das raras experiências realizadas por métodos electrofisio-
lógicos no manto de A. cygnea, e publicadas antes dos trabalhos 
descritos nesta tese, muito pouco se consegue extrair no sentido 
de explicar os mecanismos de transporte iónico que assistem à 
formação da concha. Deste modo, é pertinente fazer um estudo 
electrofisiológico pormenorizado do epitélio extrapaleal (bar-
reira entre a hemolinfa e a concha) de forma a elaborar um modelo 
de transporte transepitelial. Ha ainda todo o interesse em rela-
cionar as taxas de transporte iónico, com as taxas de calcifica-
ção da concha, variações do pH extracelular e graus de hipoxia 
por que o animal passa durante o ano. 
1.4.2-Cristalização 
0 líquido extrapaleal, de pequeno volume (cerca de 1-2 
mililitros), é uma solução complexa composta de substâncias inor-
gânicas e orgânicas dentro de um compartimento fechado e cujo 
pH pode situar-se entre 7.0 e 8.3 (Wilbur, 1964; Wilbur e Saleu-
ddin, 1988). Os iões inorgânicos estão em concentração idêntica 
aos da hemolinfa (ver Tabela 1.1, Capítulo III) donde derivam 
provavelmente por difusão através do epitélio extrapaleal. Os 
compostos orgânicos compreendem vários aminoácidos (cerca de 19), 
proteínas, mucopolissacarídeos neutros e ácidos orgânicos (Gre-
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goire et al., 1955; Durning, 1957; Abolins-Krogis, 1963; Wilbur, 
1964) sob a forma solúvel no estado inicial e que, uma vez depo-
sitados, constituem em conjunto a matriz orgânica da concha 
(conchiolina). Estes compostos provêm muito provavelmente da 
hemolinfa e das células do epitélio extrapaleal. A ocorrência 
deles no líquido extrapaleal pode ser específica para cada espé-
cie animal o que determina naturalmente o tipo de cristal a 
formar (Kitano et ai., 1969; Wilbur e Saleuddin, 1983). Em A. 
cygnea Beedham (1954) detectou na matriz orgânica a presença de 
um mucopolissacarídeo neutro, alanina, ácido aspártico e princi-
palmente arginina. Atendendo aos progressos recentes nos estudos 
da relação entre a matriz orgânica e os fenómenos de biominerali-
zação e de cristalização na concha (fenómenos epitáxicos), desde 
logo este aspecto mereceu particular interesse no presente traba-
lho. Com efeito, estes fenómenos são ainda mal conhecidos em A. 
cygnea; a natureza específica e a função do muco sintetizado 
pelas células secretoras está também por determinar e esclarecer. 
Para que o processo de cristalização se efectue é necessário 
que o líquido extrapaleal esteja supersaturado com CaC03, que o 
Ca e HC03" continuem a ser fornecidos pelo manto, que se formem 
aglomerados iónicos de tamanho crítico e que a matriz contenha 
compostos orgânicos capazes de desenvolverem, por associação, 
núcleos cristalinos (Neuman e Neuman, 1958; Garside, 1982; Wilbur 
e Saleuddin, 1983). Alguns dos estudos recentes visam a determi-
nação da natureza específica das substâncias orgânicas capazes 
de iniciar a nucleação dos cristais de CaC03 (Crenshaw, 1972b; 
Weiner e Hood, 1975; Crenshaw e Ristedt, 1976; Krampitz et al., 
1976; Weiner, 1979; Samata et al., 1980; Weiner e Traub, 1981). 
1-17 
De um modo geral, admite-se a existência de duas fracções protei-
cas na matriz : uma proteína de suporte à qual se liga uma fracção 
polipeptídica designada por matriz mineralizante com uma forte 
afinidade para os iões de cálcio (Degens, 1976). Pensa-se que a 
fracção mineralizante quando activada pela ligação à proteína de 
suporte possa nuclear os cristais de CaC03 à qual se segue uma 
deposição epitaxial destes cristais (Degens, 1976). Uma vez 
formado o núcleo cristalino sobre a matriz orgânica ele torna-
se cada vez maior adquirindo predominantemente a forma de uma 
placa cujos bordos desenham um polígono hexagonal. Finalmente, 
devido a um crescimento contínuo, os cristais tornam-se contíguos 
e formam uma lamela em mosaico. Um crescimento em espiral pode 
ocorrer por deslocações em parafuso sobre a face larga dos 
cristais maiores (Wada, 1961). Durante o processo de cristaliza-
ção, o crescimento em espessura (ao longo do eixo c) cessará pela 
secreção de uma nova camada de matriz mineralizante continuando 
contudo o seu crescimento em superfície (ao longo do eixo a e b) 
(Fig. 1.8). 0 comprimento e a largura dos cristais dependerá do 
número de cristais por unidade de área. Segundo Crenshaw e 
Ristedt (1976) e Crenshaw (1982) a matriz tem a função dupla de 
facilitar e inibir o crescimento do cristal. Durante um período 
de calcificação formam-se várias lamelas calcárias intercaladas 
com a matriz orgânica. A orientação dos cristais na camada naca-
rada tem sido atribuída à matriz onde se desenvolvem, havendo 
também uma influência recíproca destes cristais na orientação das 
moléculas da matriz (Wilbur, 1976; Wilbur e Saleuddin, 1983). 
Isto resulta numa orientação uniforme das lamelas da camada 







Fig. 1.7 - Mecanismos alternativos do metabolismo nos tecidos da ostra em 
condições de aerobiose e anaerobiose (segundo Prosser, 1973). 
Fig. 1.8 - Diagrama tridimensional duma deslocação em parafuso de um cristal 
hexagonal com eixos cristalográficos: a, b, c; e faces: 001, 110, 010. A 
matriz orgânica limita o crescimento ao longo do eixo c; descontinuidades da 
matriz permite a continuação de crescimento do cristal segundo o eixo c 
formando um novo cristal com eixos e faces correspondentes à do cristal 
subjacente (segundo Blackwell et ai., 1977). 
estrutura da matriz e do tipo de substâncias orgânicas e inorgâ-
nicas presentes no fluido extrapaleal (Wilbur, 1964; Kitano et 
ai., 1969, 1976). Consoante as espécies de moluscos, podem 
ocorrer cristais de calcite, aragonite e aragonite e calcite em 
simultâneo. Em A. cygnea o cristal mais típico é a aragonite. 
Vários factores poderão interferir na forma como estes mecanismos 
decorrem. Como é óbvio um pH alcalino é favorável a uma deposição 
de CaC03. 0 contrário pode ocorrer guando na matriz solúvel e no 
fluido extrapaleal existem cadeias polipeptídicas com grupos COO" 
(Weiner e Hood, 1975; Weiner, 1979). Um outro factor autolimi-
tante é a própria formação de CaC03 a partir de Ca++ e de HC03" a 
gual resulta na libertação de protões baixando assim o pH do 
líguido extrapaleal e dificultando posteriormente a sua precipi-
tação (Wilbur e Saleuddin, 1983). A remoção destes protões poderá 
processar-se através da reacção com os bicarbonatos na presença 
da anidrase carbónica (Wheeler, 1975) segundo o esguema: 
H+ + HC03" <-> C02 + H20 (4) 
Por sua vez, o C02 seria removido do líquido extrapaleal para a 
hemolinfa por difusão através do epitélio extrapaleal em função 
do seu gradiente favorecendo a reacção (4) no sentido da direita 
(Wilbur e Saleuddin, 1983). Esta hipótese tem o inconveniente de 
implicar a redução da quantidade de bicarbonatos disponíveis para 
precipitação do cálcio. Uma segunda hipótese consistiria na 
formação de amónia (Campbell e Boyan, 1976; Loest, 1979a; 1979b) 
segundo o esquema: 
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Ca + HC03 + NH3 <-> CaC03 + NH4+ (5) 
Consequentemente, teria de ocorrer a difusão de NH4+ para a hemo-
linfa ou a sua incorporação nos elementos de cristalização a fim 
de evitar a sua acumulação no líquido extrapaleal. Na realidade 
foram detectados por Florkin e Houet (1938) 51-71ug de amónia em 
100ml de hemolinfa de A. cygnea. Contudo, segundo Simkiss (1976) 
este mecanismo de remoção dos protões tem o inconveniente de 
postular a formação de NH4+, que por ser carregado dificilmente 
atravessa as membranas plasmáticas. 
Os conhecimentos sobre os mecanismos que controlam o proces-
so de cristalização da concha em moluscos encontram-se ainda numa 
fase inicial, pelo que novas informações nesta área são poten-
cialmente relevantes. Assim, o estudo sobre os efeitos de poluen-
tes específicos poderá contribuir para o esclarecimento de alguns 
aspectos e para o reforço de outros, devido à sua interferência 
nos processos de calcificação quer através da inibição da síntese 
de matriz orgânica quer através do bloqueio dos mecanismos de 
transporte transepitelial. 
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2-PRINCÍPIOS BÁSICOS DE ELECTROFISIOLOGIA 
2.1-Membrana celular 
Os organismos vivos regulam o volume, a composição e o pH 
do meio intracelular controlando a sua actividade metabólica e 
as trocas com o meio ambiente através das membranas celulares que 
funcionam como barreiras de permeabilidade altamente selectiva. 
As trocas de pequenas moléculas e iões entre as células e o meio 
circundante são em geral mediadas por sistemas de transporte 
específico e implicam um consumo de energia livre, armazenada sob 
a forma de ATP intracelular, de gradientes de concentração e/ou 
de potencial eléctrico. 
As membranas biológicas são predominantemente constituidas 
por fosfolípidos e proteínas em proporções variáveis consoante 
o tipo de célula. 0 modelo de organização membranar mais caracte-
rístico consiste numa bicamada fosfolipídica em que os grupos 
polares contendo fosfatos se encontram voltados para o exterior 
da camada, em contacto por interacção electrostática, com as 
moléculas de água também polares. As regiões neutras hidrofóbicas 
(cadeias alifáticas) estão dispostas paralelamente umas às outras 
no interior da membrana (Cerejido e Rotunno, 1970; Ferreira e 
Marshall, 1985). A permeabilidade da bicamada lipídica às subs-
tâncias lipo-solúveis será maior em membranas constituidas por 
fosfolípidos insaturados por serem mais fluidas, reduzindo-se a 
fluidez com o aumento de moléculas de colesterol inseridas entre 
os fosfolípidos (Ferreira e Marshall, 1985). A permeação duma 
molécula através das zonas lipídicas da membrana decorre em três 
passos sucessivos. O primeiro será a partilha da molécula entre 
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a água e a fase lipidíca da membrana. O segundo é a difusão 
através da camada lipídica. 0 terceiro é de novo a partilha entre 
a fase lipídica e a água do compartimento oposto. A permeabilida-
de da bicamada lipídica a peguenos iões é muito reduzida devido 
ao coeficiente de partilha ser muito baixo ou seja a energia 
necessária para transferir um ião da água com uma constante die-
léctrica elevada (cerca de 80) para um lípido com uma constante 
dieléctrica baixa (2-5) é enorme. A permeabilidade para um dado 
ião, gue se pode inferir a partir de medições da sua condutância, 
não é necessariamente a mesma gue se obtém a partir da medição 
de fluxos de radioisótopos de iões porgue o mecanismo de translo-
cação através da membrana pode ser electricamente silencioso. São 
exemplos deste tipo de transporte as trocas iónicas mediadas por 
antiportes ou contra-transportes ou por certos simportes ou co-
transportes de sódio, potássio e cloro. 
2.2-Difusão simples e facilitada 
A força motriz gue condiciona a difusão simples duma dada 
substância através da membrana celular é proporcional ao gradien-
te guímico ou electroguímico conforme se trata de moléculas 
neutras ou iões ("downhill transport"). O fluxo difusional de uma 
espécie molecular será tanto maior guanto maior for a permeabili-
dade da membrana celular a essa substância sendo a permeabilidade 
proporcional ao seu coeficiente de difusão na fase lipídica (Ce-
rejido e Rotunno, 1970). Quando a permeabilidade (a iões ou a 
moléculas polares) é maior do gue seria de esperar a partir do 
coeficiente de partilha água/lípido e do coeficiente de difusão 
na fase lipídica diz-se gue há uma difusão facilitada ou mediada. 
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A difusão facilitada pode ser mediada por transportadores ou por 
poros não criando gradientes de concentração através de membranas 
a menos que medeie o fluxo simultâneo de duas ou mais espécies 
moleculares. Os fluxos difusionais mediados por transportadores 
dependem da quantidade de transportador combinado, da velocidade 
de formação do complexo transportador-substrato, da velocidade 
de transporte do complexo através da membrana, da velocidade de 
dissociação e da velocidade de retorno do transportador livre 
(Cerejido e Rotunno, 1970). A difusão facilitada é razoavelmente 
selectiva dependendo da afinidade entre o transportador e a 
espécie transportada (substrato). Quando a afinidade entre o 
transportador e o substrato é elevada e quando a concentração de 
substrato é grande pode haver saturação do transportador (Cereji-
do e Rotunno, 1970; Stryer, 1988). Os poros podem descriminar 
moléculas com base no seu tamanho, forma e carga. A cinética de 
penetração através dos poros também pode exibir saturação. Quando 
duas substâncias diferentes atravessam o mesmo poro pode ocorrer 
uma inibição competitiva (Cerejido e Rotunno, 1970; Stryer, 
1988). Alguns microorganismos sintetisam antibióticos solúveis 
em lípidos que permeabilizam membranas a certos iões (ionóforos). 
Os ionóforos podem funcionar como transportadores ou podem gerar 
poros. São exemplos típicos destes antibióticos a valinomicina 
que funciona como um transportador de iões através da membrana 
e a gramicidina que forma canais por onde passam os iões através 
da membrana (Stryer, 1988; Ferreira e Marshall, 1985) (Fig. 1.9). 
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2.3-Transporte contra-gradientes ("uphill transport") 
Na natureza as membranas celulares separam compartimentos 
de diferentes composições. Há portanto gradientes transmembrana-
res das espécies moleculares presentes nesses compartimentos gue 
podem ser guímicos (moléculas neutras) e electroguímicos (iões). 
Quando estes gradientes não se dissipam está-se em presença de 
mecanismos especializados capazes de transportarem solutos contra 
os seus gradientes guímicos ou electroguímicos. 0 transporte 
contra-gradiente implica a sua associação a um outro processo gue 
funciona como "fonte" de energia livre e gue pode ser a hidrólise 
de ATP ou um fluxo a favor do gradiente electroguímico de outro 
ião ou molécula polarizada (Ferreira e Marshall, 1985). 
Se o transporte contra gradiente está directamente associado 
à hidrólise de ATP, o sistema de transporte é designado por 
"bomba" (transporte activo). Existem vários destes sistemas 
activos em biologia mas a "bomba" de Na/K é provavelmente a mais 
bem conhecida. No glóbulo vermelho esta "bomba" troca três sódios 
para o exterior por dois potássios para o interior por cada 
molécula de ATP gasta (Stryer, 1988). Oleg Jardetzky propôs um 
modelo (Fig. 10) segundo a gual a proteína responsável pelo 
transporte deveria preencher três condições estruturais para 
funcionar como uma bomba: 1 ) deve possuir uma cavidade de tamanho 
suficiente para admitir uma peguena molécula ou ião; 2) deve ser 
capaz de assumir duas conformações tais gue a cavidade tenha uma 
forma para o interior da célula e outra para o exterior; 3) a 
afinidade para as espécies transportadas deve ser diferente nas 
duas conformações. 
Existem ainda mecanismos especializados gue medeiam um trans-
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Fig. 1.9 - Comparação esquemática de um gerador de canal com um transportador 
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Fig. 1.10 - Diagrama de um mecanismo proposto para a "bomba" de Na/K. As 
reacções superiores referem-se à saída de sódio enquanto as inferiores 
referem-se à entrada de potássio. Ambas as sequências de reacções implicam 
mudanças de conformação no transportador (segundo Stryer, 1988). 
porte contra gradiente à custa de outro fluxo devido a um gradi-
ente químico ou electroquímico favorável. Este processo é 
conhecido por conjugação de fluxos ("flux coupling"). Ao movimen-
to concertado destas duas espécies chama-se cotransporte ou 
simporte se as duas espécies se movem no mesmo sentido e contra-
transporte ou antiporte se em sentidos opostos. Foram identifica-
dos vários mecanismos deste tipo em células animais, de que é um 
exemplo, o transporte de glucose-Na no intestino delgado e no 
tubo renal. A conjugação directa de fluxos pode gerar gradientes 
químicos ou electroquímicos (transporte activo secundário) sendo 
contudo a força motriz geradora destes gradientes o resultado de 
gradientes previamente criados pela actividade de uma bomba. 
2.4-Potenciais electroquímicos transmembranares 
Se por hipótese admitirmos a existência de duas soluções 
neutras, mas diferentes na sua composição, separadas por uma 
membrana permeável apenas a uma espécie iónica o gradiente 
electroquímico da espécie permeante dá origem a uma diferença de 
potencial eléctrico através da membrana (Ferreira e Marshall, 
1985). A difusão do ião permeável processar-se-á até que o poten-
cial eléctrico gerado através da barreira seja suficiente para 
travar o fluxo (Ferreira e Marshall, 1985). Em equilíbrio o 
gradiente electroquímico da espécie permeante é nulo e haverá uma 
diferença de cargas que corresponderá ao potencial eléctrico. 
Caso a membrana seja permeável a mais do que uma espécie iónica 
(iões positivos e negativos) pode não se atingir o equilíbrio 
(Ferreira e Marshall, 1985). Deste modo, a diferença de potencial 
eléctrico membranar pode ser considerada uma variável dependente 
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dos valores de concentração e dos fluxos iónicos que podem ser 
determinados pelo método de traçadores isotópicos (Ussing, 1960). 
É possível calcular aproximadamente o potencial eléctrico membra-
nar a partir do conhecimento das permeabilidades iónicas e dos 
gradientes químicos (Teorell, 1953). Numa primeira aproximação 
pode escrever-se para uma dada espécie molecular ou iónica: 
densidade de fluxo = mobilidade . concentração . força motriz (6) 
em que a densidade do fluxo é o fluxo por unidade de superfície 
de membrana; a concentração é o número de moles por cm3 no ponto 
em que o fluxo é medido; a força motriz é o gradiente químico ou 
electroquímico e a mobilidade é a velocidade local por unidade 
de gradiente da espécie molecular. Esta relação pode ser aplicada 
ao estudo de membranas biológicas visto serem também barreiras 
semipermeáveis. De acordo com Nernst e Plank a força motriz é uma 
soma algébrica de todas as forças que actuam sobre a membrana. 
Essas forças são proporcionais ao: 
1) gradiente de potencial químico (dc/dx). Utiliza-se gradiente 
de concentração em vez de actividade química dado não ser fácil 
a determinação da actividade. Convenciona-se atribuir o valor de 
1 ao coeficiente de actividade dos solutos citoplasmáticos; 2) 
gradiente de potencial eléctrico dv/dx; 3) gradiente de pressão 
dP/dx. A força total resultante é representada por um gradiente 
de potencial electro-químico. A partir destes parâmetros e com 
base na relação anterior (6) poder-se-á deduzir a equação de 
Nernst-Plank onde u1 é a mobilidade iónica, c a concentração, R 
a constante dos gases, T a temperatura absoluta, Z a valência, 
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F a constante de Faraday, V o potencial eléctrico e onde se 
admite não haver gradiente de pressão hidrostática (dP/dx=0). 
Então: 
de ZF dV 
J' = -u-RT.c. ( + . ) (7) 
c. dx RT dx 
Esta equação é importante por descrever a densidade de fluxo (J) 
de um iao (mol.cm" sec" ) num meio homogéneo e por constituir o 
ponto de partida para a derivação de equações que descrevem o 
fluxo de iões através de membranas e barreiras em situações espe-
cíficas (Cerejido e Rotunno, 1970; Ferreira e Marshall, 1985). 
Quando a membrana é permeável apenas a um ião em equilíbrio 
a integração para a equação de Nernst é de particular importância 
e é expressa por: 
RT q 
E = . In (8) 
ZF Ce 
onde se utilizam as concentrações Cj (interna) e Ce (externa) do 
ião em vez de actividades. Esta equação é largamente utilizada 
para calcular potenciais de membrana a partir dos gradientes de 
concentração iónica e descrever os movimentos de iões através de 
membranas (Ferreira e Marshall, 1985). Caso não haja correspon-
dência entre o potencial de membrana e o gradiente de concentra-
ção não existirá equilíbrio podendo significar que o ião em 
questão é transportado activamente (Cerejido e Rotunno, 1970). 
Os casos em que há mais do que uma espécie iónica transpor-
tada exigem um tratamento diferente. A equação de Goldman é a 
aproximação mais frequentemente usada em que se postula que o 
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gradiente de potencial eléctrico através da membrana tem um 
perfil linear. Segundo a equação de Goldman a diferença de 
potencial através de uma membrana é função das concentrações dos 
iões presentes e da permeabilidade da membrana a esses iões 
(Ussing, 1960) . A partir da equação de Goldman é possível derivar 
a versão de Hodgkin-Katz onde a diferença de potencial é dada em 
função das concentrações em ambos os lados da membrana e das 
permeabilidades aos iões em presença (Ussing, 1960; Cerejido e 
Rotunno, 1970; Ferreira e Marshall, 1985): Se apenas houver nas 
soluções sódio, potássio e cloro teremos que: 
R T PNaCNa,i + P l A , i + PC1CC1,o 
E = I n ( 9 ) 
F PNaCNa,o + PkCk,o + PClCC1,i 
Esta equação tem sido muito útil na descrição de fenómenos elec-
trofisiológicos de membranas. Segundo Ussing (1960) a partir 
desta expressão chega-se a um conceito básico de que as diferen-
ças de potenciais transmembranares são o resultado quase exclusi-
vo dos potenciais de difusão traduzindo gradientes e permeabili-
dades diferentes a um pequeno número de iões entre os quais os 
iões K e Na são os mais importantes. 
2.5-Implicações electrofisiológicas da "bomba" 
Apesar dos potenciais bioeléctricos serem deduzidos directa-
mente de um somatório de potenciais de difusão eles só existirão 
quando houver pelo menos um transporte activo que cria e mantém 
um ou mais gradientes de concentração iónica (Ussing, 1960; Cere-
jido e Rotunno, 1970; Ferreira e Marshall, 1985). Há situações 
em que a intervação da "bomba" na génese dos potenciais eléctri-
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cos é directa pela transferência líquida de uma carga através da 
membrana. Esta electrogenicidade da "bomba" pode ser testada pelo 
uso de um inibidor específico como por exemplo a ubaína (Cereji-
do e Rotunno, 1970; Ferreira e Marshall, 1985). Na natureza a 
fracção lipídica das membranas biológicas é praticamente imper-
meável a pequenos iões o que implica a existência de "bombas" 
para manter gradientes electroquímicos e de poros ou canais 
membranares para mediar os fluxos passivos que por sua vez dão 
origem ao potencial eléctrico através da membrana. 
2.6-Epitélios 
Nos organismos superiores os epitélios constituem camadas 
contínuas de células, simples ou múltiplas, formando barreiras 
funcionais entre os espaços intersticiais e o meio externo ou 
cavidades internas (como por exemplo os duetos urinários). As 
substâncias podem atravessar epitélios quer através das membranas 
celulares e do citoplasma (via transcelular), quer através dos 
espaços intercelulares (via paracelular) ou ainda no interior de 
vesículas membranosas (pinocitose). Uma característica fundamen-
tal a realçar é a assimetria existente nas células epiteliais. 
Com efeito a membrana que separa o meio intracelular do meio 
intersticial (membrana basolateral) é sede de mecanismos de 
transporte diferentes dos que se processam na membrana que separa 
o meio intracelular do meio luminal ou externo (barreira apical). 
Esta assimetria é possível graças à presença de complexos juncio-
nais na periferia da membrana apical formando um sistema contínuo 
em torno das células que impede a difusão transversal dos compo-
nentes das membranas e separa as membranas apical e basolateral. 
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Schafer e DiBona (1984) referem que estas zonas de oclusão impe-
dem os movimentos das proteínas intrínsicas das membranas de tal 
modo que os componentes específicos da membrana apical não podem 
difundir ao longo da bicamada bilipídica para a face basolateral 
ou viceversa. Isto conduz a uma polarização das células epite-
liais com enzimas e locais de transporte diferentes nas duas mem-
branas. Segundo Schafer e DiBona (1984) resultados de numerosas 
investigações sobre a "bomba" de Na mostraram que se localiza 
em geral na barreira basolateral. A assimetria anatómica e fun-
cional das células epiteliais confere direccionalidade ao trans-
porte de solutos de um lado para o outro. De um modo geral a 
movimentação de substâncias entre o exterior e o meio interno 
está dificultada ao nível dos complexos juncionais enquanto que 
existe uma baixa resistência entre os citoplasmas de células 
vizinhas (Loewenstein e Kanno, 1967; Loewenstein e Penn, 1967). 
2.7-Transporte de água através de epitélios 
0 transporte de água é basicamente um mecanismo passivo 
conjugado com o movimento ou distribuição do soluto através do 
epitélio (Cerejido e Rotunno, 1970). Epitélios de alta resistên-
cia em que a via paracelular tem uma permeabilidade iónica muito 
baixa (pele da rã, colon, tubo distai) a permeabilidade à água 
é também pequena. Os epitélios de baixa resistência (intestino 
delgado, tubo proximal) separam compartimentos isotónicos e 
exibem conductividades hidráulicas elevadas (Schafer e DiBona, 
1984). Nalguns epitélios, em condições fisiológicas normais, 
admite-se que há um fluxo dominante de NaCl sendo o Na+ transpor-
tado activamente até ao espaço intercelular e o Cl" passivamente 
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arrastado afim de manter a electroneutralidade do soluto (Cereji-
do e Rotunno, 1970). Mais recentemente (Willumsem e Larsen, 1986) 
verificou-se, no caso da pele da rã que o fluxo transepitelial 
de cloro é regulado pela voltagem e processa-se através de célu-
las especiais chamadas "células em frasco" ou "células ricas em 
mitocôndrias". Para explicar o transporte de água na vesícula 
biliar, Diamond e Brossert proposeram um modelo de osmose local 
em que existe um gradiente constante no espaço intercelular. 
Segundo este modelo (Fig. 1.11), a bombagem activa de Na+ seguida 
de um transporte passivo de Cl" para o interior dos espaços 
intercelulares a partir da célula, resulta numa hipertonicidade 
local dessa região em relação à tonicidade do meio externo, 
especialmente próximo das extremidades apicais justapostas onde 
se presume estar a funcionar o transporte activo. 0 aumento 
resultante de pressão hidrostática dentro dos espaços produzirá 
um fluxo de solução ao longo do espaço intercelular (via parace-
lular) em direcção às extremidades basais abertas. Como esta zona 
é altamente permeável a solutos, nenhum gradiente osmótico se 
forma nesta região. Assim a osmolalidade do fluido no espaço 
intercelular poderá decrescer ao longo do seu comprimento até que 
o fluido emergente se aproxima da isotonicidade. Contudo, segundo 
Schafer e DiBona (1984) estes mecanismos são questionáveis rela-
tivamente aos epitélios de baixa resistência. Primeiro, porque 
os espaços intercelulares laterais nas extremidades apicais não 
estão fechados ao transporte de solutos. Os complexos juncionais 
são permeáveis a iões e pequenos solutos, e esta permeabilidade 
facilitará a dissipação do gradiente osmótico constante. Segundo, 
não há nenhuma base experimental para situar preferencialmente 
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o transporte activo de solutos dentro das extremidades justapos-
tas dos espaços. Finalmente, porque a geometria destes espaços 
não é suficientemente limitativa para impedir uma difusão do 
soluto relevante. Deste modo, qualquer gradiente de concentração 
do soluto tenderá a desaparecer por difusão. Por outras palavras, 
a elevada permeabilidade à água dos epitélios de baixa resistên-
cia apenas exige pequenas diferenças de osmolidade para que se 
dê um rápido fluxo de volume. 
2.8-Potencial eléctrico transepitelial e correntes iónicas 
A maioria dos epitélios desenvolve uma diferença de poten-
cial, entre o compartimento basolateral e compartimento apical, 
que reflecte as propriedades de transporte iónico do epitélio 
cuja interpretação nem sempre é fácil. A geração da voltagem é 
normalmente associada à existência de uma "bomba" numa das bar-
reiras celulares mas uma grande parte do potencial dependerá de 
outros factores não sendo por isso a amplitude do potencial uma 
indicação directa da actividade da "bomba" (Schafer e DiBona, 
1984). Usando o modelo originalmente descrito por Ussing estes 
mesmos autores propõem que a diferença de potencial transepite-
lial (Ve) corresponderá fundamentalmente à soma da voltagem da 
membrana basolateral (Vb, célula-interstício) e a voltagem da 
membrana apical (Va, célula-lúmen). Normalmente a voltagem da 
membrana basolateral é em grande parte determinada pelos poten-
ciais de difusão (Nernst) para cada um dos iões através da mem-
brana e respectivas condutâncias com diferenças acentuadas em 
relação à membrana apical (Schafer e DiBona, 1984). Os potenci-
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ais intracelulares gerados através de cada uma das barreiras ce-
lulares, podem ser medidos experimentalmente com microeléctro-
dos. A voltagem transepitelial é também determinada pela permea-
bilidade iónica da via paracelular. Condutâncias paracelulares 
muito elevadas conduzem a diferenças de potencial eléctrico 
entre a solução apical e basolateral muito baixas (Schafer e 
DiBona, 1984). Deste modo, segundo estes autores, os potenciais 
transepiteliais serão a expressão dos potenciais parciais e ainda 
das resistências membranares (Ra e Rb) e da via paracelular (R ) 
(espaços intercelulares e complexos juncionais). Um circuito 
equivalente muito simples de um epitélio está representado na 
Figura 1.12. Para este epitélio é fácil mostrar que: 
Rp(vb - va) ve = (10) 
R a + R b + R p 
As correntes iónicas transepiteliais responsáveis pela génese 
da diferença de potencial total (Ve) poderão ser quantificadas 
com base numa técnica de curto-circuito ("voltage clamp") 
desenvolvida por Ussing e Zerahn (1951) (Fig. 1.13a, 1.13b, 
1.13c) com a utilização simultânea de radioisótopos em solução 
quando em condições estacionárias e com soluções idênticas em 
ambos os lados do epitélio. A preparação epitelial (P) é colocada 
entre as duas câmaras de perspex (C, e C2) como uma barreira que 
separa dois compartimentos aquosos. Duas pontes de Ringer-Agar 
(A1 e A2) partem das regiões vizinhas de cada lado da preparação. 
As extremidades exteriores das pontes estabelecem ligação com 
eléctrodos calomelanos (E} e E2) através de uma solução de KCl 
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Fig. 1.11 ­ Modelo de osmose local segundo o qual uma hipertonicidade local 
gerada por uma bombagem activa de sódio para o espaço intercelular provocará 
um arrastamento de água causando um fluxo de solução ao longo do espaço 
intercelular para as extremidades basais abertas. Isto resultará num fluido 
de osmolalidade decrescente ao longo do canal intercelular (segundo Schafer 





Fig. 1.12 ­ Circuito equivalente de um epitélio (segundo Ussing). resistências 
membranares (Ra e R b ) ; resistência da via paracelular (R ), potencial 
transmembranar (Va e Vb) ; potencial eléctrico transepitelial (V ) 
Fig. I.13a.- Dispositivo utilizado na medição de correntes de curto-circuito 
(tipo Ussing) no epitélio extrapaleal do manto de A. cygnea. Semi-câmaras (C1 
e C2) onde se introduzem as soluções (com K+, Na+, Cl-' Ca++, Mg++ e tampão 
bicarbonato ou Tris) separadas pelo epitélio (C1 e C ); pontes de agar (A-,, A2, 
A3 e A4); eléctrodos calomelanos (E1 e E2) e de prata (E3 e E4) nas respectivas 
cuvetes (Cv) e com os cabos eléctricos a liga-los ao sistema de curto-circui-
to; suporte metálico (S). 
13b) Ampliação das semi-câmaras com as pontes e as chaminés (para introdução 
das soluções) e os tubos de escoamento (T-, e T2) . 
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saturada contida em cuvetes (Cv). Estes eléctrodos, manufactura-
dos a partir de uma mistura de mercúrio, calomelanos e KC1 
saturado em contacto com um fio de prata ou platina, estabelece-
rão a continuidade eléctrica entre as pontes e o aparelho de 
medida (voltímetro). A utilização de uma solução saturada de KC1 
nas cuvetes reduz muito os potenciais de junção das pontes. Com 
efeito, dado que as mobilidades dos iões de potássio e dos iões 
cloro são semelhantes, potenciais difusionais devidos a outros 
iões proveniente das pontes tornam-se desprezíveis no interior 
das cuvetes (Ferreira e Marshall, 1985). Um outro par de pontes 
de Ringer-Agar (A3 e A4) estabelece contacto com as soluções de 
banho, o mais afastado possível da preparação. As extremidades 
exteriores das pontes contactam, através também da solução satu-
rada de KC1 nas cuvetes, com eléctrodos de fio de prata cloretado 
enrolados em espiral (E3 e E 4). Em série e num sistema mais sim-
ples, haverá ainda uma bateria e um divisor potenciométrico que 
servem para injectar corrente no epitélio através dos eléctrodos 
de prata e um amperímetro (A) que mede a corrente injectada. Na 
prática, utiliza-se um sistema electrónico com injecção de cor-
rente automática. Durante a operação a corrente injectada será 
tal que o potencial transepitelial cairá a um valor constante de 
zero (corrente de curto-circuito). Tudo se passará como se a 
corrente gerada pelo epitélio circulasse agora por um circuito 
externo de resistência zero. O circuito equivalente atrás des-
crito pode simplificar-se para assumir a forma representada na 
Figura 1.14 em que, Vca é o potencial transepitelial em circuito 
aberto (quando a corrente transepitelial injectada é zero), Rm é 
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13c) Diagrama do dispositivo acima descrito onde se pode ver ainda representa-
do um amperímetro (A) para leitura da corrente de curto-circuito e um amplifi-
cador de realimentação (Ar) . As semi-câmaras C-,, e C2 contêm soluções com K+, 




Fig. 1.14 - Circuito equivalente do sistema representado na Fig. 1.13c. 
Potencial transepitelial em circuito aberto (Vca); potencial transepitelial 
em circuito fechado (Ve); corrente transmembranar (Im); resistência membranar 
(Rm); pontes de agar (A1-A2); amperímetro (A); amplificador de realimentação 
(Ar). 
total já acima descrito. É fácil mostrar que: 
Rp(Ra + Rb> 
R. = (11) 
Ra + Rb + Rp 
Então: 
Ve = V^ + IJR. (12) 
Quando Ve=0 em curto-circuito, então: 
ïcRm = " Vra ou seja Im = - V^/R. (13) 
isto é, a corrente lida (corrente de curto-circuito injectada) 
será tanto maior quanto maior é o potencial gerado pela prepara-
ção e quanto menor a resistência membranar. 0 curto-circuito pode 
ser obtido automaticamente por intermédio de sistemas electróni-
cos de realimentação ("feed-back") (Ferreira e Marshall, 1985). 
Segundo Ussing (1960), a taxa de transporte de qualquer ião 
é tão baixa que dificilmente se demonstraria por métodos de 
análise química a relação exacta entre o transporte iónico e a 
corrente de curto-circuito. Ao contrário, o método dos radioisó-
topos permite determinar a taxa de transporte iónico com boa 
exactidão, sendo o transporte líquido de um ião a diferença entre 
os fluxos unidireccionais desse mesmo ião. A corrente de curto-
circuito e o fluxo líquido para cada ião terão de ser expressos 
nas mesmas unidades (moles/cm2/s, por exemplo) para se poder 
estabelecer a relação entre a corrente injectada e os fluxos de 
carga devido aos movimentos iónicos o que nos permitirá saber 
qual ou quais iões estão envolvidos na génese do potencial 
transepitelial. Esta técnica de curto-circuito tem sido muito 
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usada para detectar transportes activos transmembranares dado 
que, se as soluções que banham em ambos os lados da preparação 
forem idênticas e a diferença de potencial eléctrico através do 
epitélio for zero não haverá forças motrizes externas. 0 movimen-
to líquido de um dado ião terá de ser atribuido a um transporte 
"activo" desse mesmo ião (Cerejido e Rotunno, 1970). Este estudo 
pode ser complementado com inibidores específicos e metabólicos 
para confirmar se tanto a corrente como o fluxo líquido do respe-
ctivo ião são igualmente inibidos. A utilização de microeléctro-
dos sensíveis ao potencial intracelular em conjunto com microelé-
ctrodos sensíveis às concentrações iónicas intracelulares comple-
mentam o estudo dos fluxos iónicos quer através da membrana 
apical quer da membrana basolateral. Alguns conhecimentos técni-
cos e métodos de cálculo relativos à aplicação deste equipamento 
vêm referidos no Capítulo III. 
2.9-Determinação de fluxos iónicos 
Como foi referido acima os métodos de medição de fluxos 
iónicos baseiam-se no uso de radioisótopos em condições estacio-
nárias de "curto-circuito". Estes métodos pressupõem que os 
processos biológicos, químicos ou bioquímicos em geral não dis-
tinguem entre os vários isótopos do mesmo elemento tornando assim 
possível a marcação de um dado elemento pela simples adição num 
compartimento de uma pequena quantidade de um seu isótopo. Após 
a adição do isótopo espera-se o tempo necessário para que se faça 
uma distribuição homogénea do isótopo no compartimento e no inte-
rior das células. Elimina-se a primeira amostra colhida no com-
partimento oposto tendo que reencher com solução "fria" para se 
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dar início à experiência propriamente dita. Paralelamente deverá 
decorrer uma outra experiência idêntica mas em que se faz a 
marcação no lado oposto afim de se poder determinar o fluxo no 
sentido contrário. Depois de se efectuarem várias colheitas de 
amostras "frias" com tempos iguais lêem-se as actividades (desin-
tegrações por minuto) das respectivas amostras "quentes" (solução 
onde se adiciona isótopo) e de alguns brancos para subtracção do 
ruído de fundo. Os cálculos a efectuar para a determinação dos 
fluxos iónicos em ambos os sentidos e para a determinação dos 
fluxos equivalentes a partir das respectivas correntes de curto-
circuito serão indicados no Capítulo II. 
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CAPÍTULO II 
ESTUDO ULTRAESTRUTURAL E CITOQUÍMICO DO MANTO 
Os estudos mais relevantes sobre a ultraestrutura do manto 
de moluscos devem-se a Kawaguti e Ikemoto (1962) e a Istin e 
Masoni (1973). Estes autores descreveram a existência de micro-
vilosidades na membrana apical e de mitocôndrias no pólo distai 
das células colunares do epitélio extrapaleal em Fabulina nitidu-
la, Margarita margaritifera e Anodonta grandis. Mostraram também 
que no epitélio intrapaleal há células de forma achatada, predo-
minantemente mucosas, ciliadas e com microvilosidades. Observaram 
ainda fibras de colagéneo, células conjuntivas e grânulos extra-
celulares calcificados no tecido interepitelial. Noutras espécies 
de moluscos, Yonge (1926), Takatsuki (1934), Nakahara (1962), 
Nakahara e Bevelander (1967) demonstraram a presença de amoebóci-
tos com a capacidade de ingestão de partículas das cavidades 
paleais do manto ou dó tecido interepitelial e o seu posterior 
transporte. 
Em estudos sobre o epitélio extrapaleal do manto de A. 
cygnea, Hotchkiss (1948), Steedman (1950), Pearse (1953) e 
Beedham (1958) concluiram que o muco segregado pelas células 
mucosas corresponde a uma mucoproteína ou um polissacarídeo 
neutro. Beedham (1958) verificou ainda que as células glandulares 
do epitélio intrapaleal do manto segregavam um mucopolissacarídeo 
ácido contendo grupos sulfatados. 
Neste capítulo propomo-nos estudar características morfológi-
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cas e ultraestruturâis do manto de A. cygnea e muito principal-
mente identificar a natureza específica dos mucopolissacarídeos, 
segregados em ambos os epitélios e relacioná-los com alguns 
aspectos funcionais deste epitélio. 
1-Materiais e Métodos 
Fixaram-se pequenos fragmentos do manto de A. cygnea, após 
a sua dissecção, no líquido de Bouin e incluiram-se em parafina 
para microscopia óptica. Para o estudo topográfico do manto 
alguns cortes deste material foram corados com hemalúmen-eosina. 
A identificação citoquímica dos polissacarídeos foi feita 
utilizando a reacção de Schiff em ácido periódico e a hidrólise 
enzimática do glicogénio pela amilase salivar. Para a identifi-
cação dos mucopolissacarídeos ácidos com grupos sulfatados, 
usaram-se as colorações de azul alcian, a pH 2.6 (Wagner e 
Shapiro, 1957) e variantes a pH 1.0 (Lev e Spiecer, 1964). A 
coexistência de mucopolissacarídeos ácidos e neutros na mesma 
célula foi observada através das reacções combinadas de azul 
alcian e Schiff em ácido periódico (Vialli, 1953). A caracteriza-
ção da natureza específica dos grupos sulfidril foi conseguida 
pela reacção da fucsina-paraldeído a seguir à pré-oxidação pelo 
ácido perfórmico (Toennies and Homiller, 1942). Esta técnica, 
juntamente com o tricrómio de Masson e a digestão enzimática pela 
tripsina, durante 3 horas (Lillie, 1965) permitiram a identifica-
ção das fibras elásticas. 
Para um estudo em microscopia electrónica de transmissão, 
fixaram-se fragmentos do manto durante 2h a 4°C em glutaraldeído 
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a 2.5%, tamponado a pH 7.2 com cacodilato 0.2M, sendo posterior-
mente lavados com tampão cacodilato 0. 2M (durante a noite). Os 
fragmentos foram pós-fixados durante 2h, em tetróxido de ósmio 
a 2.0%, dissolvido no mesmo tampão. Todos os fragmentos foram 
desidratados numa série gradual de etanol e embebidos em epon. 
Os cortes semi-finos para microscopia óptica corados com azul de 
metileno azur II, serviram para localizar os dois epitélios. 
Observaram-se os cortes ultra-finos, duplamente contrastados com 
acetato de uranilo e citrato de chumbo, num microscópio electró-
nico Siemens Elmiskop IA operando a 80 Kv. Realizaram-se estudos 
citoguímicos com cortes ultrafinos em grelhas de ouro, submeten-
do-os ao teste de Thiéry por períodos de 3h e 72h (Thiéry 1967). 
Para estudos morfológicos os fragmentos do manto, após serem 
igualmente fixados, desidratados e secos ao ar, foram colocados 
sobre suportes de zinco com prata condutora e cobertos com uma 
camada de ouro de cerca de 100 nm. As observações destes fragmen-
tos foram feitas num microscópio electrónico de varrimento JEOL 
JSM-35C a 25 Kv. A identificação das grânulos de carbonato de 
cálcio foi obtida por microanálise de energia dispersiva. 
Películas de matriz orgânica, extraídas da face interna da 
concha, foram submetidas a uma análise por difracção de raio-X, 
assim como um padrão de guitina existente na pluma córnea da lula 
Loligo. Utilizou-se a técnica do filme plano com um gerador 
Philips PW 1030 de radiação de CuKcc, a 40 Kv e 20 mA. Aplicou— 
se perpendicularmente um feixe monocromático através da amostra 





0 estudo morfológico na região central do manto de A. cygnea 
foi feito com a técnica topográfica de hemalúmen-eosina. Verifi-
cou-se a existência dum epitélio extrapaleal constituido por 
células colunares, com 25 a 30 um de altura e 6 a 8 um de largu-
ra, e núcleos ovóides localizados na região apical (Fig. II.1). 
Foi possível identificar a presença de dois tipos de células gue 
designaremos por A e B (Fig. II.1). 0 tipo A é predominante e tem 
o núcleo positivo ao hemalúmen e o citoplasma positivo à eosina. 
0 tipo B é constituido por células secretoras com o núcleo posi-
tivo ao hemalúmen e o produto de secreção negativo à eosina. 
Nas células A foi possível observar microvilosidades dispos-
tas paralelamente no pólo apical, com 2.5 um de comprimento 
máximo e de cerca de 0.1 um de diâmetro, e demosomas na parte 
superior da membrana lateral (Figs II.9, II.9a e II.12a). No 
citoplasma especialmente na região distai, há a destacar a 
presença de mitocôndrias, de retículo endoplasmático rugoso com 
perfil vesicular com cerca 0.3 um de diâmetro, de vesículas lisas 
com 0.2 um de diâmetro médio, de microtúbulos e microfilamentos 
sem gualguer orientação preferencial e de vesículas com cerca de 
0.7 um de diâmetro apresentando textura granular e/ou corpos 
opacos aos electrões (Figs 11.10-12). As células B apresentam 
também microvilosidades na membrana apical e um produto de 
secreção volumoso, exibindo um aspecto floculento em forma de 
pêra (Figs II. 1, II. 9 e 11.13). Este muco é constituido por 
grânulos de secreção não opacos aos electrões (Figs II.9 e 11.13) 
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Fig. II.1 - Epitélio extrapaleal do manto de A. cygnea corado com hemalúmen-
eosina e observado ao microscópio óptico. Núcleo (Nu); Célula A não secretora 
(A); Célula B secretora (B); Fibras elásticas (*). x625. 
Fig. II.2 - Epitélio intrapaleal do manto de A. cygnea corado com hemalúmen-
eosina e observado ao microscópio óptico. Núcleo (Nu); célula C não secretora 
(O; Célula D secretora (D); célula D secretora jovem (cabeças de setas). 
x625. 
Fig. II.3 - Fribras elásticas (*) coradas pela técnica de tricrómio de Masson. 
x625. 
Fig. II.4 - Epitélio extrapaleal corado pelo reagente Schiff. célula A com 
glicogénio (Gl) e célula B com produto de secreção positivo (*). x625. 
Fig. II.4a - Hidrólise enzimática pela amilase salivar. Célula A com o 
glicogénio digerido; 0 produto de secreção não está digerido na célula B (*). 
x625. 
Fig. II.5 - Epitélio intrapaleal corado pelo reagente Schiff. Células C e D 
com glicogénio (Gl) na região apical; Células C (setas). Células D com produto 
de secreção positivo (*); Células D jovens com grandes áreas fracamente 
positivas (cabeças de setas). x625. 
Fig. II.5a - Hidrólise enzimática pela amilase salivar. 0 glicogénio digerido 
nas células C e D; Células D com o produto de secreção positivo ao reagente 
Schiff (*); Células D jovens (cabeças de setas). x625. 
Fig. II.6 - Epitélio intrapaleal corado pelo azul de alcian (pH 2.6). Células 
C (setas); Células D com o produto de secreção muito positivo (*); Células D 
jovens (cabeças de setas). x625. 
Fig. II.6a - Epitélio intrapaleal corado pelo azul de alcian (pH 1.0). Células 
D com o produto de secreção positivo (*); Célula D jovem (cabeças de setas). 
x625. 
Fig. II.7 - Epitélio intrapaleal corado pelo azul de alcian+Schiff mostrando 
células com glicogénio na região apical. Células C (setas); Células D1 (azul) 
com produtos de secreção positivo ao azul de alcian; Células D2 (violeta) com 
produto de secreção positivo ao azul de alcian+Schiff. x625. 
Fig. II.0 - Epitélio intrapaleal corado pela fucsina-paraldeido depois de 
oxidado pelo ácido perfórmico. Células D mostrando o produto de secreção com 
reacção positiva (*). Células D jovens (cabeças de setas). x625. 
Fig. II.8a - Epitélio extrapaleal com reacção negativa à coloração pela 
fucsina-paraldeido (setas). Fibras elásticas coradas positivamemte (*). x625. 

Fig. II.9 - Epitélio extrapaleal com os dois tipos de células ao microscópio 
electrónico de transmissão. Célula A não secretora (A); Célula B secretora 
(B); Fibras elásticas na base do epitélio (*); Microvilosidades (Mv). x3.000. 
Fig. II.9a - Corte longitudinal das microvilosidades (Mv); Glicocálix (Gl). 
x20.000. 
Fig. 11.10 - Região apical duma célula A, não secretora, do epitélio extrapa-
leal. Mitocôndria (Mi); Microfilamentos (Mf); Ribosomas (Ri). x28.000. 
Fig. 11.11 - Célula A, não secretora, do epitélio extrapaleal. Vesículas do 
R.E.R (*); Vesículas citoplasmáticas lisas (Vc); vesícula de textura granular 
(setas); Glicogénio (Gl). x15.000. 
Fig. II.11a - Célula A, não secretora, do epitélio extrapaleal tratada pela 
técnica selectiva de Thiéry-3hrs. Os depósitos escuros são grãos de glicogénio 
(setas). X12.000. 
Fig. 11.12 - Célula A, não secretora, do epitélio extrapaleal. Microvilosidade 
(Mv); Microfilamentos (Mf); Microtúbulos (Mt); Mitocôndrias (Mi); Ribosomas 
(Ri); Corpo opaco aos electrõesí*); vesícula de textura granular e com um 
corpo opaco (setas); Desmosomas (De). x18.000. 
Fig. II.12a - Corte ultrafino do epitélio extrapaleal. Desmosoma (setas). 
X40.000. 
Fig. 11.13 - Célula B secretora do epitélio extrapaleal tratada pela técnica 
selectiva de Thiéry-72hrs. Produto de secreção (*) com reacção negativa. 
x6.000. 
Fig. 11.14 - Face externa do epitélio extrapaleal ao microscópio electrónico 
de varrimento. Microvilosidades (*); Produto de secreção (**). x12.000. 

Fig. 11.15 - Face externa do epitélio intrapaleal. Cílios (Cl); Microvilosida-
des (Mv); Células de forma hexagonal (*). x8.250. 
Fig. 11.16 - Epitélio intrapaleal do manto ao microscópo electrónico de 
transmissão. Núcleo (Nu); Cílios (Cl); Microvilosidades (Mv); Célula C 
(setas); Célula D com uma grande massa de secreção (*). x2.700. 
Fig. II.16a - Epitélio intrapaleal do manto com um amebócito na base. Célula 
C (setas); Célula D (*); Amebócito (A). x2.700. 
Fig. 11.17 - Face externa do epitélio intrapaleal ao microscópio electrónico 
de varrimento. Cílios (Cl); Microvilosidades (Mv); Produto de secreção (*). 
x24.000. 
Fig. 11.18 - Zona basal do epitélio extrapaleal ao microscópio electrónico de 
transmissão. Fibras elásticas (*); Glicogénio (Gl); Mitocôndria (Mi); Grânulos 
de carbonato de cálcio (setas). x7.500. 
Fig. II.18a - Imagem ampliada duma fibra elástica mostrando microfibrilas sem 
estrias (*). x40.000. 
Fig. 11.19 - Tecido interepitelial ao microscópio electrónico de varrimento. 
Grânulos de cálcio (*) envolvidos por uma rede fibrosa (setas). x24.000. 
Fig. II.19a - Grânulos de cálcio seccionadas, sem o duplo contraste pelo 
acetato de uranilo e citrato de chumbo, mostrando em microscopia electrónica 
de transmissão várias lamelas concêntricas (*). x30.000. 
Fig. 11.20 - Amoebócito no tecido interepitelial. Corpos opacos aos electrões 
(*); Dictiosomas (Di); Numerosas vesículas (Ve); Pseudopode (Ps). xô.OOO. 

Fig. 11.21 - Difracção de raio-X através da película de matriz orgânica de A. 
cygnea pela técnica de filme plano. Banda de reflexão da quitina com 4.1-4.9 
Â. 
Fig. II.21a - Difração de raio-X através do pluma córnea da lula (Loligo) pela 
técnica de filme plano. Reflexão do padrão de quitina com 4.6 Â. 
sendo possível observá-lo em fase de expulsão para o comparti-
mento extrapaleal (Fig. 11.14). 
2.1.2-Epitélio intrapaleal 
Com a técnica topográfica de hemalúmen-eosina encontraram-
se também neste epitélio dois tipos de células que designamos por 
C e D (Fig. II.2). Em ambos os tipos de células o citoplasma e 
o núcleo reagiram positivamente à eosina e ao hemalúmen respecti-
vamente. Este epitélio é formado principalmente por células acha-
tadas D, com 10 a 13 um de altura e 10 a 15 um de largura (Fig. 
II.2). Nestas células a maior parte do volume é ocupado pelo 
produto de secreção restando um citoplasma reduzido com o núcleo 
parietal (Fig. II. 2). As células C são mais estreitas apresen-
tando uma forma colunar com 10 a 13 p de altura e 4 a 6 um de 
largura (Fig. II. 2). 
As observações ao microscópio electrónico mostraram, no pólo 
apical das diferentes células, longos cílios de 9 a 11 um de 
comprimento e pequenas microvilosidades de 0.5 a 0.7 um de com-
primento (Figs 11.15-17). 0 muco libertado pelas células D (Fig. 
11.17) consiste numa massa formada por grânulos concentrados não 
opacos aos electrões (Fig. 11.16). Foram ainda observadas células 
C de formas colunares, sem grãos de secreção ou apenas com alguns 




As microfotografias mostram a existência de fibras com 1.3 
um de espessura, sobretudo na base do epitélio extrapaleal, cons-
tituídas por microfibrilas sem estrias (Figs II.1, II.3, II. 9, 
11.18 e II.18a). Os estudos citoquímicos mostram que estas fibras 
têm forte afinidade para a eritrosina (tricrómio de Masson) (Fig. 
II. 3) e para a fucsina-paraldeído (Fig. II.8a), são fracamente 
positivos ao reagente Schiff e facilmente digeridos pela reacção 
enzimática da tripsina. As fibras que envolvem os grupos de 
grânulos de cálcio (Fig. 11.19) como uma rede, parecem apresentar 
as mesmas características estruturais e citoquímicas. 
A identificação de carbonato de cálcio nos grânulos foi feita 
pela microanálise de energia dispersiva. A observação de cortes 
ultrafinos mostrou que estes grânulos calcários são constituídos 
por lamelas concêntricas. 
Neste tecido existem algumas células volumosas de formas 
variáveis, com a capacidade de emitirem pseudopodes, e que se 
localizam sobretudo na base do epitélio intrapaleal (Fig.II.16a). 
É de realçar a presença no citoplasma de muitos grânulos eosinó-
filos e opacos aos electrões com 0.8-1.3 um de diâmetro podendo 
ainda identificar-se um dictiosoma e um grande número de pequenas 
vesículas dispersas com o diâmetro médio de 0.2 um (Fig. 11.20). 
2.2-Observações citoquímicas 
Fez-se o estudo citoquímico das diferentes células (A, B, C 
e D) e elaborou-se um quadro (Tabela II.1) de resultados a partir 
da. utilização de diferentes técnicas citoquímicas nos dois 
epitélios (Figs II.4-8) que permitiram a identificação dos vários 
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produtos de secreção celular. 
0 citoplasma apresenta reacção positiva ao reagente Schiff 
em todas as células que .desaparece quando a digestão enzimática 
pela amilase é previamente aplicada. 
Algumas células do epitélio intrapaleal têm grandes áreas 
do citoplasma com coloração negativa ou fracamente positiva a 
qualquer reacção citoquímica. 
A técnica de Thiéry revelou resultados positivos para as 
células A do epitélio extrapaleal depois de 3hrs e negativos para 
os produtos de secreção das células B depois de 72hrs (Fig. 11.11 
e 11.13). 
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SAP = reacção pelo Schiff em ácido periódico 
FPA = reacção pela fucsina-paraldeído 
2.3-Análise pelo raio X 
A difracção de raio X através da película de matriz orgâni-
ca, extraída da face interna da concha, mostrou as seguintes 
reflexões contínuas: 3.3; 3.4; 4.1-4.9; 5.3 e 7.4 Â (Fig. 11.21). 
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Para control utilizou-se a quitina da pluma cornea de Loligo 
cujas reflexões são: 11.3 e 4.6 Â (Fig. II.21a). 
3-Discussão 
3.1-Epitélio extrapaleal 
Os estudos ultraestruturais por nós realizados permitem 
destacar nas células A, em comparação com observações anterior-
mente realizadas (Kado, 1953; Beedham, 1958; Istin e Masoni, 
1973), a presença de desmosomas, de inúmeras pequenas vesículas 
citoplasmáticas envolvidas provavelmente nos mecanismos de forma-
ção da concha e de glicogénio por todo o citoplasma, principal-
mente junto à membrana citoplasmática. A existência de vesículas 
maiores com diferentes graus de opacidade aos electrões sugere 
um processo evolutivo desde uma textura granular até uma textura 
opaca. 
Hotchkiss (1948), Steedman (1950) e Pearse (1953) sugeriram 
que as células B segregavam uma mucoproteína ou um polissacarí-
deo. As nossas observações mostram claramente que se trata de 
quitina, mucopolissacarídeo neutro com uma função estrutural, já 
mencionada por Beedham (1954). Esta opinião baseada na positivi-
dade ao reagente Schiff mesmo na presença prévia da amilase 
(Gabe, 1968; Ganter e Jolies, 1969) e na negatividade ao azul 
alcian (Wagner e Shapiro, 1957) é apoiada pela reacção negativa 
à técnica de Thiéry. Estas observações são claramente reforçadas 
com a difracção de raio X pela matriz orgânica da concha, visto 
ser possível identificar, em particular, a banda de reflexão da 
quitina (4.1-4.9 Â) . Esta banda de reflexão está de acordo com 
a reflexão da quitina (4.6 Â) da pluma córnea da lula Loligo, 
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referido por Rudall (1963) e usada aqui como padrão. Segundo 
Rudal (1963), a existência normal desta banda pouco definida 
deve-se à frequente associação da quitina com outro composto, 
provavelmente uma proteína. 
Estes dados sugerem que as células mucosas B excretam mate-
rial quitinoso o qual forma a matriz orgânica, contribuindo deste 
modo para o crescimento da concha em espessura. Esta sugestão 
está de acordo com Kobayashi (1962), Wilbur (1964) e Wilbur e 
Saleuddin (1983) dado terem admitido que o epitélio extrapaleal 
está envolvido na secreção da matriz orgânica. 
3.2-Epitélio intrapaleal 
Beedham (1958) verificou que as células mucosas deste 
epitélio segregam mucopolissacarídeos ácidos com grupos sulfata-
dos. As nossas observações (Tabela II.1) revelaram ainda a 
existência de pelo menos dois tipos de células mucosas (D1 e D2) 
com grânulos de secreção não opacos aos electrões, concentrados 
numa grande massa mucosa. As células D1 segregam apenas muco-
polissacarídeos (fracamente ácidos) com grupos sulfatados, de 
acordo com a coloração azul da reacção combinada (Vialli, 1953), 
com o azul turquesa (Lev e Spiecer, 1964) e com a forte afinida-
de para o azul alcian, o reagente Schiff e a fucsina-paraldeído 
(Gabe, 1968). As células D2 segregam uma associação de mucopolis-
sacarídeos ácidos sulfatados com um mucopolissacarídeo neutro de 
acordo com a coloração violeta da reacção combinada (Vialli, 
1953) e também com o azul turquesa e a forte positividade ao azul 
de alcian (Lev e Spiecer, 1964; Gabe, 1968). 
A pré-oxidação das secreções das células D pelo ácido 
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perfórmico e posterior coloração pela fucsina-paraldeído 
(Toennies e Homiller, 1942) mostra que há também uma associação 
com grupos sulfidril, provavelmente cisteína, formando proteo-
glicanos (Fransson, 1987). 
Se tivermos em mente as funções do muco branquial nos 
lamelibrânquios (Grasse et ai., 1970) e as funções digestivas do 
manto primitivo no gloquídio de A. cygnea (Dawydoff, 1928) parece 
lógico admitir que estes mucopolissacarídeos possam realizar 
funções relacionadas com a actividade digestiva do animal. Dado 
que estas substâncias mucosas provêm dum epitélio que está 
directamente em contacto com a água do meio externo, poder-se-à 
ainda atribuir a estas secreções funções de impermeabilização que 
contribuem para a regulação da pressão osmótica da hemolinfa. 
Pensamos que as células C correspondem a células indeferen-
ciadas que podem eventualmente transformar-se em precursores das 
células D1 ou D2 substituindo-as quando já envelhecidas. Esta 
sugestão baseia-se no facto de as células C se apresentarem 
nalguns casos totalmente desprovidas de secreção e noutros 
evidenciarem já alguns grânulos mas ainda dispersos no citoplasma 
e sem alteração da forma colunar típica. 
No que se refere às células que possuem grandes áreas com 
coloração negativa ou muito fracamente positiva a qualquer 
reacção citoquímica, admitimos que possam corresponder a células 
mucosas muito jovens. 
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3.3-Tecido interepitelial 
Os nossos resultados mostram principalmente a presença de 
fibras elásticas devido à afinidade para a eritrosina revelada 
pela coloração com o tricrómio de Masson e à fácil digestão pela 
tripsina (Lillie, 1965). A coloração pela fucsina-paraldeído 
depois da oxidação com o ácido perfórmico, revela a presença de 
grupos sulfidril, muito provavelmente cistina, que são típicos 
das fibras elásticas (Bloom e Fawcett, 1975). A ausência de 
estrias, característica das fibras de colagénio, nas micro-
fotografias que ilustram este trabalho, reforçam os dados 
citoquímicos em que se baseia a nossa conclusão. Estas observa-
ções estão em desacordo com os estudos de Istin e Masoni (1973) 
que consideraram a existência de fibras de colagénio no tecido 
interepitelial. 
Foram já descritos amebócitos noutros moluscos por Young 
(1926), Takatsuki (1934), Nakahara (1962) e Nakahara e Bevelander 
(1967) e referidos em Anodonta por Beedham (1958) e Manigault 
(1960) com as funções mais variadas. Em A. cygnea encontramos 
também células semelhantes aos amebócitos. Esta semelhança 
resulta da presença de grânulos muito eosinófilos e opacos aos 
electrões tratando-se possivelmente dos lisosomas referidos por 
Nakahara e Bevelander (1967). A observação de numerosas vesículas 
pequenas no citoplasma, relacionadas provavelmente com uma forte 
actividade endocítica, e a existência de pseudopodes são ainda 
características a favor duma actividade fagocitária. 
Este capítulo realça, em particular, a natureza específica 
das diferentes secreções e estabelece uma possível correlação com 
os aspectos funcionais dos dois epitélios. 
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4-Sumário 
4.1 - No epitélio extrapaleal observaram-se dois grupos de 
células colunares. Um grupo segrega quitina, mucopolissacarídeo 
neutro, que participa na formação da concha. Um outro grupo, 
mais numeroso, contem um grande número de pequenas vesículas 
citoplasmáticas na região apical. 
4.2 - No epitélio intrapaleal encontraram-se três tipos diferen-
tes de células mucosas. Um tipo segrega mucopolissacarídeos pouco 
ácidos com grupos sulfatados e o outro tipo segrega uma associa-
ção destes com um mucopolissacarídeo neutro. A presença de 
grupos sulfidril indica a existência de proteoglicanos nestas 
secreções. Foi possível caracterizar um terceiro tipo de células 
com uma morfologia muito diferente. Talvez correspondam a células 
indiferenciadas podendo originar qualquer um destes dois tipos 
acima descritos. 
4.3 - No tecido interepitelial identificaram-se amebócitos e 
fibras elásticas na base do epitélio extrapaleal. 
11-12 
CAPÍTULO III 
ELECTROFISIOLOGIA DO EPITÉLIO EXTRAPALEAL 
O manto dos lamelibrânquios é um folheto que cobre a superfí-
cie interna da concha. É constituido (Istin e Kirschner, 1968; 
Neff, 1972) por dois epitélios, o interno ou intrapaleal que 
envolve o corpo do animal e está em contacto com o meio externo 
e o epitélio externo ou extrapaleal que está em contacto com a 
concha, separado apenas por uma fina camada de líquido, o líquido 
extrapaleal. Os dois epitélios estão ligados pelo tecido conjun-
tivo que contem a hemolinfa (compartimento sanguíneo) e estendem-
se até ao bordo do manto onde esta estrutura adere à zona mais 
periférica da concha. A concha cresce em área na zona periférica 
e em espessura na restante superfície interna (Wilbur, 1982). 
Devido à sua natureza, a concha não permite quaisquer trocas 
entre o líquido extrapaleal e o meio externo. Os componentes 
inorgânicos e orgânicos da concha são segregados pelo manto para 
o.líquido extrapaleal. Wilbur (1972) mostrou que as células do 
epitélio extrapaleal do manto (EEM) segregam as proteínas da 
matriz e estudos com o manto isolado-concha em Crassostrea virgi-
nica revelaram que a formação da concha pode ocorrer sem a parti-
cipação dos sistemas digestivo e circulatório (Hirata, 1953; 
Jodrey, 1953). Estas observações juntamente com a proximidade 
estreita entre o manto e a concha sugerem que, pelo menos nos 
bivalves marinhos, o manto está também envolvido no fornecimento 
dos componentes minerais da concha. 
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O manto é permeável ao cálcio (Istin e Metz, 1964; Kirschner 
e Sorenson, 1964). Istin e Metz (1964) referiram que, em expe-
riências de dupla marcação, o quociente dos fluxos de cálcio 
corresponde a um processo puramente difusional. Quando ambos os 
lados do manto eram banhados por uma solução de composição idên-
tica à da hemolinfa, o potencial eléctrico através da preparação 
era muito pequeno. Contudo, quando a concentração de cálcio nas 
soluções externas foi reduzida de 6mM para concentrações mais 
baixas (cerca de 1mM), o manto qerou um potencial transepitelial 
de cerca de 50 mV (mais positivo no lado da concha) . A maior 
parte deste potencial foi gerado através do epitélio extrapaleal 
do manto (Istin e Kirschner, 1968). Estas observações indicam que 
o epitélio extrapaleal tem a polaridade característica dos epité-
lios em geral e que é capaz de realizar um transporte transcelu-
lar de iões. 
Neste trabalho descrevemos o primeiro estudo das proprie-
dades electrofisiológicas do EEM isolado em condições de curto-
circuito. Este estudo foi realizado com o objectivo de caracteri-
zar a natureza do potencial transepitelial e da corrente de curto 
circuito. 
1-Materiais e Métodos 
Os animais (A. cygnea) foram colhidos na lagoa de Mira, no 
Norte de Portugal, e mantidos em aquários com água desclorada e 
arejada e com sedimentos, trazidos do seu habitat normal, afim 
de servir minimamente como fonte alimentar. Experiências prelimi-
nares mostraram que sobrevivem tanto nestas condições como em 
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água colhida no seu meio natural. Considerou-se que os animais 
eram saudáveis quando a superfície interna da concha era lisa e 
brilhante e quando fechavam as valvas com vigor ao serem pertur-
bados . 
Os EEMs de ambos os mantos foram cuidadosamente dissecados 
"in situ". Fragmentos de 1.2 cm de diâmetro da área central foram 
montados em câmaras de Ussing. Conseguiu-se uma agitação adequada 
das soluções nas câmaras borbulhando carbogénio (95% 02 + 5% C02) 
através delas. Afim de evitar a evaporação a mistura de gás foi 
primeiramente saturada com vapor de água. Em algumas experiên-
cias, que se descreverão na secção dos Resultados, usou-se oxigé-
nio puro saturado com vapor de água. Na maior parte das experiên-
cias o epitélio foi continuamente curto-circuitado por um sistema 
electrónico simples. A condutância transepitelial foi medida 
aplicando pulsos transepiteliais de 10 mV durante 15 segundos e 
registando os pulsos da corrente correspondentes. Nesta prepara-
ção a curva l/V é linear pelo menos entre -100 e +100 mV. 
1.1-Soluções 
A Tabela III.1 mostra a composição da hemolinfa, do líquido 
extrapaleal, da água da lagoa e da solução control usada nas 
experiências que a seguir se descrevem. Uma análise desta tabela 
mostra que a composição da hemolinfa é semelhante à do líquido 
extrapaleal como originalmente referiu Waele (1930) e mais tarde 
confirmou Crenshaw (1972b). Parte da diferença entre a concentra-
ção total de catiões e aniões medidos na hemolinfa ou no líquido 
extrapaleal é provavelmente devida à presença de bicarbonato. A 
concentração de cálcio na solução control (1 mM) é mais baixa que 
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a medida na hemolinfa ou líquido extrapaleal (6mM) porque se 
obtêm correntes e potenciais mais elevados com concentrações 
baixas de cálcio. Concentrações relativamente mais elevadas de 
potássio foram usadas pela mesma razão. Nas experiências de 
substituição iónica o sódio ou o potássio foram substituidos por 
colina, o bicarbonato de sódio foi substituido isotonicamente por 
manitol tendo-se adicionado 1-5 mM de TRIS-C1 (pH 7.2) e o clore-
to foi substituido por sulfato ou gluconato mais manitol sendo 
a concentração de cálcio livre medida com um eléctrodo de cálcio 
e ajustada, quando necessário, pela adição de sulfato de cálcio 
ou de gluconato de cálcio respectivamente. 0 pH das soluções era 
de 7.1-7.2 excepto em soluções com bicarbonato e equilibradas com 
oxigénio puro ou em soluções sem bicarbonato e equilibradas com 
carbogénio. 




Ca 2 + Mg2+ Na+ K+ cr HCO," 
(n*0 (mOsm kg" (irM) (rrM) (mM) (mM) (mM) 
Hemoli nfa (16) 56.9+0 55 5.58±0. 14 1.0+0.05 20.8±0.80 0.71±0 03 15.2±1 20 
líq. Extrap. (16) 54.7±1 30 6.10±0. 31 1.0±0.04 20.U0.82 0.84±0. 08 14.9±1 20 
Agua da Lagoa(4) 22.0 1.64 0.42 1.39 0.48 5.3 
Sol. Control (4) 55.0 1.0 0.5 18.0 7.0 18.0 10.0 
Osmolai idades determinadas por depressão do ponto de congelação. 
Cálcio e magnésio medidos por absorção atómica. 
Sódio e potássio medidos por fotometria de chama. 
Cloretos medidos por coulometria. 
Antes de se determinar a osmolalidade e a composição iónica 
dos mesmos líquidos as amostras de água, de líquido extrapaleal 
e de hemolinfa foram centrifugadas a 12.000 g numa ultracentrífu-
ga Sorvai R5 para eliminar as substâncias em suspensão. 
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A osmolalidade das soluções foi medida com um osmómetro Knaub 
Halbmikro. 0 osmómetro foi calibrado no início e periodicamente 
ao longo das leituras com três padrões diferentes (0 mosM (agua); 
200mosM e 400mosM) tendo-se utilizado amostras de 150 ul. 
O doseamento do sódio e potássio nos líquidos acima citados 
foi feito num fotómetro de chama Eppendorf B700. A concentração 
de sódio e potássio foi calculada, em amostras de 200ul diluidas 
em 5ml de água, a partir de curvas padrão de 0,15 mEq/L; 0.3 
mEq/L; 0,45 mEq/L para o sódio e 0.04 mEq/L; 0.08 mEq/L; 0.12 
mEq/L para o potássio. 
0 cálcio e o magnésio foram medidos em amostras previamente 
tratadas com ácido nítrico (100 ul da amostra + 2 ml de ácido 
nítrico diluido 1/4) em banho-maria até à fervura, durante 15 
minutos. Após arrefecimento, as amostras foram diluidas em 10 ml 
de água destilada e lidas num espectrofotómetro de absorção 
atómica Variam AA175. A concentração de cálcio e magnésio foi 
lida em curvas padrão de 2 ug/ml; 4 ug/ml; 6 ug/ml para o cálcio 
e de 0.1ug/ml; 0.4 ug/ml; 0.6 ug/ml para o magnésio. 
Os cloretos foram lidos no clorímetro Aminco-Cotlove a partir 
de amostras de 2 ml a que se acrescentaram 2 ml da mistura de 
ácido nítrico 0.1N + 10% de ácido acético glacial. As concentra-
ções foram então lidas numa curva padrão de 10 mEq/L; 15 mEq/L; 
30 mEq/L. 
1 .2-Medições de fluxos de isótopos 
Os fluxos de radioisótopos (45Ca, 36C1, 14C-bicarbonato, 86Rb 
22 
e Na) foram medidos pelo mesmo processo básico. A solução 
quente foi preparada adicionando a um volume determinado de solu-
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ção control contendo uma quantidade total do ião (Q) uma quanti-
dade adequada de radioisótopo (R°) de modo a obter uma actividade 
específica (a°) de 0.01 uCi/umole sendo a actividade específica 
definida por: 
a°= R°/Q 
Os dois mantos retirados do mesmo animal foram usados simulta-
neamente, um para medições de fluxos da hemolinfa para a concha 
e outro para medições de fluxos na direcção oposta. Foi fixado 
um período de estabilização de pelo menos uma hora antes de se 
iniciar a recolha de amostras. Fizeram-se colheitas da solução 
"fria" em três períodos de 20-30 minutos para cada situação. No 
final de cada período a câmara fria foi completamente esvaziada 
para contagem e colheu-se uma pequena amostra do lado quente para 
se medir a actividade específica. No caso dos fluxos de bicarbo-
natos, no início de cada período encheram-se ambas as meias câma-
ras com solução control pré-equilibrada com carbogénio. A solução 
quente foi preparada adicionando o isótopo depois de equilibrada 
com carbogénio. As camarás foram então rolhadas sem fase gasosa. 
O cálculo dos fluxos foi feito a partir da radioactividade 
total (R) no líquido do lado "frio" (depois de subtrair o "ruído 
de fundo") e da actividade específica (a°) na solução do lado 
quente segundo a fórmula: 
F = R/a° = R/R° . Q (moles) 
0 fluxo F corresponde à quantidade total do ião transportado 
durante o período da colheita. Este valor foi então dividido pelo 
tempo da colheita em segundos (t) e corrigido para 1 cm de área 
de epitélio (A). 
Portanto o fluxo J é dado pela relação: 
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J = F/tA moles.cm" . s~1 
Para comparação com os fluxos medidos por radioisótopos, as 
correntes de curto-cicuito registadas durante os mesmos períodos 
foram convertidas em fluxos. Para o efeito foi calculado um valor 
médio da corrente para cada período e dividido pelo Faraday 
(96500 coulombs. eq~ ). 0 valor médio da corrente obteve-se cal-
culando, a partir dos registos da corrente de curto-circuito, a 
área por debaixo do traçado da corrente para cada período e divi-
dindo o valor obtido pela duração do período em segundos. 
TABELA III.2. Fluxos iónicos em condições de curto-circuito. 
(hemolinfa > concha) (concha > hemolinfa) Net 
Ião (N) I œ J ^ J H W 1 ^ ÏÇÇ JC->H J ç - ^ c c J/* 
C a ^ (12) 6.09 ±0.31 0.32 ±0.01 0.05 ±0.00 5.02 ±0.16 0.37 ±0.02 0.07 ±0.01 0.02 ±0.01 
Cl (15) 4.91 ±0.06 0.61 ±0.12 0.13 ±0.02 5.99 ±0.21 0.76 ±0.04 0.13 ±0.01 0.001±0.03 
RbJ (15) 3.49 ±0.43 0.30 ±0.04 0.15 ±0.04 3.48 ±0.29 0.43 ±0.06 0.13 ±0.02 -0.03 ±0.04 
Na+ _ (12) 4.03 ±0.36 0.45 ±0.05 0.12 ±0.01 3.48 ±0.32 0.75 ±0.12 0.27 ±0.06 0.15 ±0.05 
HCO3 (13) 6.45 ±0.34 6.12 ±0.52 1.01 ±0.11 6.56 ±0.31 13.17±0.91 2.03 ±0.13 1.02 ±0.10 
(DIDS) 0.06 ±0.04 6.65 ±0.39 0.00 ±0.02 5.60 ±0.38 
(.5mM) 
Fluxos (J) e correntes de curto-circuito (1,^) expressos em mol.cm .s xlO . 
Isótopos usados: 45Ca, ^Cl, ̂ Rb, 22Na, 14C-HC03. 
H->C Fluxos do lado da hemolinfa para o lado da concha. 
C->H Fluxos do lado da concha para o lado da hemolinfa. 
Pára cada preparação e para cada período o valor do fluxo medido 
por radioisótopos foi dividido pela corrente de curto-circuito 
média do mesmo período dividida pelo Faraday. Deste modo os 
fluxos foram expressos como fracção da corrente de curto-circui-
to. 0 fluxo líquido foi obtido por diferença dos valores fraccio-
nais (rácios) médios nas duas direcções. Os isótopos 45Ca, 36C1 e 
C-Bicarbonato foram medidos por contagem (beta) em cintilação 
líquida (Beckman LS 8100) em solução de Bray. Os isótopos 86Rb e 
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Na foram medidos por contagem (gamma) em cintilação com cristal 
de poço (Picker Pace 1). Todas as amostras foram lidas até um 
mínimo de 10,000 desintegrações (counts). 
1 .3-Determinação química da água e dos conteúdos iónicos 
0 EEM isolado foi incubado durante uma hora em solução are-
jada com carbogénio, contendo 0.2 uCi de 14C-inulina por ml de 
solução. A escolha deste marcador foi feita com base em três 
requesitos: não penetra nas células durante o período experimen-
tal; não é tóxico; equilíbra-se nos espaços extracelulares à 
mesma concentração da solução. As preparações foram então secas 
com papel de filtro (Whatman, 542), colocadas em cápsulas de 
alumínio pré^taradas, pesadas (peso húmido) e desidratadas a 100 
°C, durante aproximadamente 24 horas, até se obter um peso cons-
tante (peso seco). Esta pesagem foi feita após prévio arrefeci-
mento num excicador à temperatura ambiente. As preparações foram 
transferidas para um tubo contendo quantidades apropriadas ( 5 ml ) 
duma mistura de HN03 0.1N + ácido acético glacial a 10%. O ácido 
acético nesta mistura foi usado a 10% dado ser essa a concentra-
ção utilizada no método para medição dos cloretos. Os tubos foram 
submetidos a uma agitação lenta, à temperatura ambiente, durante 
24 horas para permitir a extração da 14C-inulina, sódio, potássio 
e cloreto. A uC-inulina foi lida por contagem (beta) em cintila-
ção líquida em solução de Bray. O sódio e o potássio foram deter-
minados por fotometria de chama e os cloretos por coulometria. 
0 volume de líquido celular, libertado pela digestão das amos-
tras, é desprezível não alterando praticamente o volume total. 
Para a determinação do volume extracelular foram usadas amostras 
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de 2ml e 100 p.1 da solução de incubação com C-inulina (solução 
padrão) à qual se juntaram 2ml da mistura acima mencionada. A 
todas as amostras foram adicionados 10 ml de líquido de cintila-
ção (solução Bray) e lidas num contador beta. 
Sabendo o volume a que correspondem as contagens na solução 
padrão (100 ul) e conhecendo as contagens das amostras pode-se 
calcular o volume extracelular. A água total foi calculada a 
partir da diferença entre o peso húmido e o peso seco da prepara-
ção. 0 volume da água intracelular foi obtido pela diferença 
entre a água total e a água extracelular (equivalente ao espaço 
extracelular). Afim de calcular as concentrações iónicas intrace-
lulares procedeu-se à determinação das quantidades totais de 
sódio, potássio (fotometria) e cloretos (coulometria) nas amos-
tras. Usaram-se fracções de 1ml para o doseamento de sódio, 
potássio e 2ml para o doseamento de cloretos. No final todas 
estas determinações foram referenciadas ao volume total inicial 
das amostras (5ml). 
A partir do volume de água extracelular obtido e das concen-
trações de sódio, potássio e cloretos na solução em que as amos-
tras foram digeridas calcularam-se as quantidades destas espé-
cies iónicas no espaço extracelulares. 0 doseamento de sódio, 
potássio e cloretos na água intracelular foi determinado pela 
diferença entre o conteúdo iónico total e o extracelular. 
As quantidades iónicas obtidas foram expressas ou por kilo 
de água a intracelular ou por kilo de peso seco do epitélio. As 




Os microelétrodos convencionais foram feitos a partir de 
capilares de vidro borosilicato com diâmetro externo de 1.2 mm 
e com filamento de vidro no interior. Os vidros capilares foram 
estirados num estirador de microelétrodos (Narishige) obtendo-
se eléctrodos com pontas inferiores a 0.1 um e resistências 
superiores a 300 meghoms quando cheios com acetato de potássio 
0. 5M + KC1 10 mH e mergulhados no Ringer control. As picadas 
foram consideradas satisfatórias quando havia: uma mudança nítida 
de potencial após a penetração na célula; leituras estáveis 
durante pelo menos 20 minutos; uma alteração na resistência do 
eléctrodo, após penetração, menor que 30%; retorno ao mesmo 
potencial (±5 mV) quando o eléctrodo foi removido da célula. A 
maior parte das picadas foram executadas do lado da hemolimfa, 
por serem mais fáceis do que do lado da concha. Os resultados 
obtidos em ambos os casos foram idênticos. 
Prepararam-se microelétrodos ionosensíveis a partir do mesmo 
vidro. Produziram-se inicialmente micropipetas duplas por torção 
a 360 °C seguida de estiramento. Uma delas foi silanizada com um 
tratamento de vapor de dimetthyldichlorosilane (" simple room 
temperature method", Thomas, 1978) durante cerca de 1.5 minutos 
e colocados em estufa a 120 °C durante uma hora. Quando houve 
grandes variações da humidade ambiente foi necessário mudar 
ligeiramente esta técnica. A seguir encheu-se parcialmente a 
micropipeta silanizada com a resina Cl-lix Corning 477913 ou com 
a resina K-lix Corning 477317 completando-se o enchimento com KC1 
100 mM. A outra pipeta (a de referência) foi cheia com acetato 
de K 0. 5M + KCl 10 mM. Quando se encheu o eléctrodo de referência 
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com NaCl 2M obtiveram-se leituras semelhantes da concentração 
intracelulares de potássio. As medidas realizadas com microele-
ctrodos sensíveis ao sódio não são referidas aqui dado que havia 
uma forte interferência do cálcio. 
Fizeram-se curvas de calibração com soluções de KC1 para se 
seleccionarem os microelétrodos sensíveis ao ião com curvas de 
resposta acima de 50 mV para variações da concentração de 10 
vezes. No caso dos microelétrodos sensíveis a Cl a selecção foi 
efectuada através da calibração em soluções de KC1 contendo 10 
mM de bicarbonato de sódio. No decurso de cada experiência 
fizeram-se calibrações com dois padrões (acima e abaixo da 
concentração intracelular medida) para ambos os tipos de micro-
elétrodos a fim de avaliar a estabilidade das respostas. 
Imediatamente antes da micropunção as saídas dos amplificadores 
dos microelétrodos de referência e ionosensível foram ajustadas 
a zero. Isto significa que os potenciais intracelulares medidos 
tiveram como referência (zero) a solução externa e que, na curva 
de calibração do eléctrodo ionosensível, a leitura correspondente 
à solução externa foi identificada com o valor zero. As concen-
trações intracelulares foram calculadas a partir das leituras 
obtidas quando o eléctrodo ionosensível estava dentro da célula 
e da curva de calibração respectiva. Procedeu-se à remoção do 
respectivo ião das soluções externas para verificar se haveria 
alguma interferência na leitura dos microelétrodos de Cl e de K. 
Quando se removeu o cloro dos banhos externos a leitura do micro-
eléctrodo sensível ao cloro caiu em menos de 5 minutos para um 
valor correspondente a uma concentração que era 5% do valor 
control. No caso do potássio e ao fim de 10 minutos a leitura do 
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microeléctrodo correspondeu a menos que 10% da concentração 
control. 
As medições com microelétrodos foram realizadas numa câmara 
especialmente desenhada (Fig. III.1) em que a preparação foi 
montada como um diafragma horizontal de 0.79 cm-2 assente numa 
rede de nylon. A preparação foi continuamente curto-circuitada. 
A condutância da membrana foi medida deslocando o potencial de 
membrana de 10 mV durante 15-30 segundos e registando o pulso de 
corrente correspondente. O deslocamento do potencial intracelular 
foi também registado e utilizado para calcular o quociente entre 
a resistência apical (e basolateral) e a resistência transcelular 
total. O valor desta razão indicava se o microeléctrodo estava 
ou não correctamente colocado. 
A solução que banhava o lado da hemolinfa do epitélio será 
designada por "solução da hemolinfa" e a solução que banhava o 
lado da concha da preparação como a "solução da concha". 
Usaremos os termos de "membrana apical" ou "barreira apical" 
para designar a membrana celular das células epiteliais que sepa-
ra o compartimento intracelular da solução da concha. A outra 
membrana, que separa o compartimento intracelular da solução da 
hemolinfa, chamaremos "membrana basolateral" ou "barreira basola-
teral. 
1.5-Métodos estatísticos 
Todos os testes usados neste trabalho foram testes-t de 
significância (Hald, 1952). A hipótese testada em cada caso foi 
se um valor médio era diferente de zero. Os valores de p cor-





Fig. III.1 - Diagrama do dispositivo utilizado nas medições simultâneas de 
potenciais eléctricos intracelulares e de corrente de curto-circuito. Semi-
câmaras (C, e C2) com a preparação epitelial; pontes de agar (A1 e A2); 
eléctrodos calomelanos (E1 e E2); cuvetes com KC1 saturado (Cv); tubos para 
circulação das soluções (T., e T2); amperímetro para medição da corrente trans-
epitelial (A); amplificador de realimentação (Ar); electrómetros (E1 e E2) 
para medição de potenciais eléctricos (com microeléctrodos convencionais Mc1 ) 
e potenciais electroquímicos (com microeléctrodos iono-sensiveis Mc2); Ampli-
ficador diferencial usado para o cálculo do potencial analógico do potencial 
químico intracelular (Ad); potencial electroquímico (Ei) e potencial transmem-
branar (Vt). 
2-Resultados 
O EEM é banhado "in vivo" pela hemolinfa e pelo líquido 
extrapaleal. A composição destes líquidos foi referida por Waele 
(1930) e Crenshaw (1972) como sendo muito semelhante. Nós obtive-
mos resultados idênticos (Tabela III.1). 
Quando o EEM é montado em câmaras de Ussing banhado de ambos 
os lados pela mesma solução gera-se espontaneamente um potencial 
eléctrico transepitelial. Em curto-circuito mede-se uma corrente 
positiva do lado da hemolinfa para o lado da concha. A Figura 
III.2 apresenta medições de correntes de curto-circuito (círcu-
los) e condutâncias (quadrados) obtidas em dois grupos de oito 
pares de EEM, correspondendo cada par a um animal. As preparações 
foram banhadas em solução control. Um grupo (símbolos a cheio) 
foi estudado em Fevereiro e outro (símbolos abertos) em Novembro. 
Em ambos os grupos houve um transitório de corrente inicial 
seguido de um período estável que durou várias horas. A condutân-
cia média evoluiu de maneira semelhante. Contudo, o comportamento 
destes dois grupos foi diferente. Em Fevereiro o transitório 
inicial consistiu num decréscimo simultâneo da corrente e da 
condutância e, dado que a queda de corrente foi mais pronunciada, 
houve também uma queda do potencial em circuito aberto que não 
está representado na Figura III.2. Em Novembro houve um aumento 
inicial, embora pequeno, da corrente e voltagem (não representa-
da), tendo a condutância variado muito pouco. 
A Figura III.3 mostra os valores médios das correntes de 
curto-circuito (círculos abertos), voltagens em cicuito aberto 
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Fig. ill.2 - Transitórios iniciais de correntes de curto-circuito (círculos) 
e das condutâncias (quadrados). Os valores representados são as médias +EPM 
das medidas obtidas no instante t divididas pelos valores no tempo zero. Os 
símbolos a cheio correspondem a preparações estudadas em Fevereiro (n=12) e 
os símbolos abertos às preparações estudadas em Novembro (n=12). No tempo zero 
as médias das correntes medidas em Novembro e Fevereiro foram 41.3 e 23.4 ]iA 
cm , respectivamente. 
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Fig. III.3 ­ Médias mensais ±EPM. das correntes (círculos abertos), condutân­
cias (quadrados) e dos potenciais (círculos fechados) medidos em grupos de 24 
animais ao longo de um período de três anos. 
colhidos de grupos de 24 animais cada, estudados ao longo de um 
período de três anos. Pode-se verificar que estas variáveis 
sofrem alterações cíclicas durante o ano. As correntes e volta-
gens mais baixas foram registadas em Março-Abril (13.6±1.9 uA.cnf 
2 e 23±2.7 mv) e os valores mais altos em Novembro (37.9±2.3 
uA.cm"2 e 40.9±2.2 mV). Em Agosto e Setembro obtiveram-se corren-
tes e voltagens estáveis e relativamente elevadas. Grande número 
de experiências descritas abaixo foram realizadas durante este 
período. 
2.1-Efeito de substituições iónicas e do dióxido de carbono 
Estudos com microelétrodos realizados por Sorenson et ai. 
(1980) mostraram que a permeabilidade relativa das membranas 
apical e basolateral ao sódio era pequena. A Figura III.4 descre-
ve o efeito sobre a corrente de curto-circuito e a condutância, 
resultante da substituição de sódio ou potássio por colina e de 
cloro por sulfato nas soluções. As substituições iónicas foram 
feitas depois das correntes e condutâncias terem atingido valores 
estáveis. Os valores representados correspondem às médias e erros 
padrões das médias dos quocientes entre as medições levadas a 
cabo numa determinada condição experimental, por exemplo após 
substituição de sódio por colina, e as medições realizadas quando 
a preparação era banhada pela solução control. Quando se substi-
tuiu o sódio por colina na solução da hemolinfa a corrente caiu 
cerca de 13%. Esta queda foi estatisticamente diferente de zero 
(p< 0.01). A substituição na solução da concha originou uma queda 
de corrente de 8% (p<0.01). Quando o sódio foi substituido por 
colina em ambos os lados a corrente não se alterou. Nas mesmas 
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experiências a condutância total da preparação não mudou quando 
o sódio foi removido do lado da concha e houve uma queda de 10% 
quando foi removido de ambos os lados (p<0.01) ou do lado da 
hemolinfa (p< 0.01). Estes resultados mostram que o fluxo de 
sódio contribui muito pouco para a corrente de curto-circuito e 
que a permeabilidade relativa da preparação ao sódio é também 
muito pequena. 
Sorenson et ai. (1980) observaram uma despolarização da 
membrana apical após a substituição do cloro por propionato na 
solução da concha em condições de circuito aberto. Em condições 
de curto-circuito, quando se substituiu o cloro por sulfato no 
lado da hemolinfa, a corrente caiu 36% (p<0.01, Fig. 3) e a con-
dutância total diminuiu 15% (p<0.01). Quando o cloro foi substi-
tuído no lado da concha, a corrente e a condutância diminuiram 
menos que 5% (p<0.1 em ambos os casos) enquanto que a substitui-
ção do cloro nos dois lados causou uma queda na condutância de 
cerca de 21 % (p<0.01) e um decréscimo na corrente de 13%(p<0.01). 
Estas observações sugerem que a membrana basolateral é relativa-
mente permeável ao cloro. Contudo, a queda de corrente observada 
após a remoção do cloro do lado da hemolinfa não pode atribuir-
se à corrente difusional, resultante do gradiente de concentração 
do cloro através da preparação criado pela remoção do cloro, dado 
que um fluxo difusional líquido de cloro em direcção ao lado da 
hemolinfa causaria um aumento na corrente de curto-circuito. A 
corrente de curto-circuito não parece ser devida a um fluxo 
líquido de cloro (do lado da concha para o da hemolinfa) pois 
que, se assim fosse, a remoção do cloro da solução da concha 
deveria provocar uma redução substancial da corrente de curto-
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circuito. 
Quando se substituiu potássio por colina (Fig. III.4) no 
lado da hemolinfa houve uma queda da corrente de curto-circuito 
de 24% (p<0.01) enquanto que a condutância diminuiu 11 % (p<0.01). 
Obteve-se um efeito semelhante quando o potássio foi substituido 
em ambos os lados (34% e 12% respectivamente). A remoção do 
potássio do lado da concha não afectou a corrente e teve um 
efeito muito pequeno na condutância. 
A dependência da corrente de curto-circuito em relação aos 
bicarbonatos não pode ser estudada isoladamente visto que uma 
solução preparada sem bicarbonato e equilibrada com carbogénio 
tem um pH de cerca de 5. Istin e Kirschner (1980) observaram que 
a remoção de dióxido de carbono de ambos os lados, mantendo o 
bicarbonato nas soluções, induzia um colapso do potencial em 
circuito aberto. Nós estudámos o efeito da remoção de dióxido de 
carbono da mistura gasosa e da remoção de bicarbonato separada-
mente ou simultaneamente. Os resultados obtidos podem ver-se na 
Figura III.5 onde foi usado o mesmo método de representação da 
Figura III. 4. A remoção de C02 ou de bicarbonato ou ambos do lado 
da hemolinfa não teve nenhum efeito quer na corrente quer na 
condutância. A remoção de C02 do lado da concha provocou uma 
queda de 30% mas teve pouco efeito na condutância enquanto que 
a remoção apenas do bicarbonato do lado da concha causou uma 
queda na corrente de 88% e um decréscimo na condutância de 30%. 
Este efeito pode ser devido, pelo menos em parte, a um decréscimo 
no pH (de 7.2 para cerca de 5) da solução da concha. 0 efeito do 
pH pode-se ver também na Figura III.5. Quando se removeu simulta-
neamente o C02 e o bicarbonato da solução da concha e se manteve 
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Fig. III.4 - Influência do sódio, cloro e potássio na corrente de curto-
circuito e condutância. Cada grupo de três barras (para correntes e condutân-
cias) representa um tipo de experiências (substituição de Na, Cl ou K) reali-
zados em 16 mantos (de 8 animais). A preparação foi primeiramente banhada pela 
solução control. Quando a corrente estabilizou realizou-se a substituição 
iónica. Depois de atingir um novo plateau a solução control foi reintroduzida 
na câmara. Foi calculada a média destes dois períodos de control e a leitura 
do período experimental foi dividida por esta média para se obterem os valores 
relativos. A sequência das mudanças foi diferente em cada experiência. 0 sódio 
e o potássio foram substituídos por colina e o cloro por sulfato+manitol. As 
médias ±EPM correspondem às alterações relativas. Os valores entre parêntesis 
são as médias absolutas dos valores control para cada grupo de experiências. 
As correntes estão expressas em uA cm e as condutancias em mS cm . H: subs-
tituição no lado da hemolinfa; C: substituição no lado da concha; H+C: substi-
tuição em ambos os lados. 
Fig. III.5 - Influência do bicarbonato e dióxido de carbono na corrente de 
curto-circuito e na condutância. Utilizaram-se mantos de 12 animais. 0 desenho 
das experiências e o método de representação está descrito na Fig. 3. 0 bicar-
bonato de sódio foi substituido por manitol + TRIS-C1 (pH 7.2). Os valores 
médios das correntes control (em uA cm ) e das condutancias (em mS cm ) são 
dados entre parêntesis na base de cada barra. As primeiras três barras mostram 
os efeitos da remoção de C02, de bicarbonato ou de ambos no lado da hemolinfa 
(H) sobre as correntes e condutancias. As quatro barras seguintes correspondem 
a mudanças idênticas realizadas no lado da concha (C). 0 efeito da remoção de 
C02 e de bicarbonato no lado da concha foi estudado a dois valores de pH (7.2 
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o pH a 7.2 com TRIS-CI a 5 mM a corrente caiu 67% , mas a condu-
tância caiu apenas 8%. A remoção do C02 e do bicarbonato a pH 4.5 
reduziu a corrente em 92% e a condutância em 33%. A remoção de 
C02 de ambos os lados reduziu a corrente em 85% mas a condutância 
não variou. 
2.2-Efeito de inibidores 
A Figura III.6 mostra o efeito de vários inibidores sobre a 
corrente. 0 DIDS (painel A) e o SITS (painel B) , ambos numa 
concentração 0.5 mM, não actuaram do lado da concha mas quando 
adicionados ao lado da hemolinfa induziram uma rápida queda 
seguida de uma inibição progressiva que, no caso do DIDS, foi 
quase completa ao fim de uma hora. 
Istin e Kirschner (1968) tinham descrito que na ausência de 
C02 o potencial eléctrico transepitelial aumentava na presença de 
DNP. Como se pode verificar a partir da Figura III.6 (painel C), 
em curto-circuito e na presença de C02, o DNP (1mM) teve o mesmo 
efeito de qualquer dos lados. A corrente desceu para 70% do valor 
control. Contudo, quando a droga foi adicionada do lado da con-
cha, ocorreu um transitório inicial correspondendo a uma queda 
nítida para menos de 40% do valor inicial seguido de um aumento 
igualmente nítido para cerca de 70%, enquanto que a adição do 
lado da hemolinfa causou uma queda ligeiramente mais lenta para 
70% do valor control. 
A iodocetamida numa concentração 1mM (painel D), actuou 
igualmente bem de qualquer dos dois lados. Esta droga originou 
uma inibição quase completa da corrente de curto-circuito em 
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Fig. III.6 ­ Efeito de inibidores metabólicos e de transporte. O efeito de 
cada inibidor foi estudado em pares de mantos (número entre parêntesis). As 
preparações foram banhadas em solução control. Os valores representados são 
as médias relativas entre os valores medidos em cada instante t e os valores 
medidas imediatamente antes de adicionar o inibidor. H, inibidor adicionado 
no lado da hemolinfa; C, inibidor adicionado no lado da concha; H+C, inibidor 
adicionado em ambos os lados. Os erros padrões da média foram (A) DIDS, 0.07; 
(B) SITS, 0.03; (C) DNP, 0.06; (D) iodocetamida, 0.05; (E) diamox, 0.04; (F) 
ubaina, 0.04; (G) amiloride, 0.06. A concentração usada para cada inibidor 
está registada no painel correspondente. 
O diamox também numa concentração 1mM (painel E), inibiu 
progressivamente a corrente de curto-circuito que caiu para 20% 
do valor control ao fim de uma hora. Este efeito é consistente 
com as observações de Istin e Kirschner (1968) que mostraram a 
inibição do potencial em circuito aberto por esta droga. 
Quando se adicionou ubaína (painel F) numa concentração 0.1 mM 
a qualquer dos dois lados a corrente permaneceu praticamente 
constante. 
O amiloride numa concentração 1mM (painel G) não teve nenhum 
efeito do lado da concha, mas produziu uma progressiva e lenta 
inibição do lado da hemolinfa. A corrente caiu para 50% do valor 
control ao fim de uma hora. 
Como conclusão, o efeito do DIDS parece implicar um trocador 
de aniões (Boron, 1983) e a inibição pelo amiloride indica o 
possível envolvimento de um trocador Na+/H+, ambos na membrana 
basolateral. 
2.3-Fluxos iónicos 
A Tabela III.2 mostra um conjunto de medições de fluxos de 
cálcio (1mM) em curto-circuito. Os fluxos unidireccionais medidos 
foram pequenos (menos que 16% da corrente de curto circuito) e 
o fluxo líquido foi cerca de 4% da corrente de curto-circuito. 
Os fluxos de cloro e de rubídio (usado como marcador de potássio) 
também foram pequenos. A Tabela III.2 mostra ainda que há um 
pequeno fluxo líquido de sódio (-15% da corrente de curto-circui-
to), no sentido da hemolinfa, que é estatisticamente significati-
vo. 
Se os fluxos unidirecionais de C corresponderam ao movimen-
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to do bicarbonato, o fluxo líquido foi inteiramente responsável 
pela corrente de curto-circuito e foi quase completamente inibido 
quando se adicionou DIDS (0.5mM) ao compartimento da hemolinfa. 
Dado que na presença de DIDS o fluxo do lado da hemolinfa para 
o lado da concha não foi afectado (aumentou ligeiramente), é 
pouco provável que este fluxo seja mediado por um mecanismo de 
troca aniónica. Os fluxos unidireccionais elevados de 14C da 
hemolinfa para a concha observados na presença de DIDS podem ser 
devidas à difusão de C02 marcado, como já tinha sido observado na 
mucosa do colon de anfíbios (Cooperstein e Hogben, 1959; Carlin-
sky e Lew, 1970) . 
2.4-Estudos com microelétrodos 
Com o objectivo de analisar os mecanismos responsáveis pela 
génese dos potenciais de membrana fizeram-se picadas com micro-
elétrodos . Os resultados obtidos estão representados na Tabela 
III.3. As correntes de curto-circuito e as voltagens em circuito 
aberto registadas nas câmaras usadas para estas experiências 
foram consideravelmente mais baixas que as medidas nas câmaras 
de Ussing. Isto deveu-se muito provavelmente ao facto de não se 
terem conseguido concentrações adequadas de C02 nos banhos das 
câmaras de microelétrodos. 
Para um potencial transepitelial médio de 11 ±1.5 mV (n=42) 
em circuito aberto, com o lado da concha positivo, o potencial 
intracelular médio em curto-circuito foi de 31 ±0.5 (n=65) em 
relação ao lado da hemolinfa ou da concha. A resistência da mem-
brana apical correspondeu a 80% da resistência transcelular (0.8 
±0.02; n=48). 
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TABELA III.3. Potencial e concentrações iónicas intracelulares em curto-circuito. 
[Cr] [Cn/tCI]^ [K+] [K1"]/^]^ [Na+] Método 
7.39 ±3(30) 1.3 ±0.07(30) 26.5 ±1.1 1.16 ±0.05(16) Microeléctrodo 
ionosensitivo 
12.9 ±0.61(20) 29.4 ±0.4(20) 14 ±0.4(20) Fotometria de 
chama 
Vic ïcc 9T Rc/Rc+Rh Vca 
-31 ±0.5(65) 11.5 ±0.9(46) 1.4 ±0.13(42) 0.8 ±0.02(48) -11.1 ±1.5(42) 
Estão representados os valores de correntes de curto-circuito (I--). voltagens em circuito aberto 
(Vca) e condutâncias epiteliais (g-p) obtidas na mesma preparação. 
[Cl-] e [l^lgn são concentrações intracelulares em equilíbrio de Cl- e K4" calculadas a partir do 
potencial intracelular e das concentrações extracelulares correspondentes. Todas as concentrações são 
expressas em mmol/kg de água. 
Rc/Rc+Rh é obtida a partir do quociente entre a queda potencial através da barreira apical e a queda 
de potencial através do epitélio total quando um pulso de 10 mV é aplicado através da preparação. 
As correntes são expressas em uA cm ; as condutâncias em mS.cm_2; as voltagens em mV. 0 número das 
experiências está entre parêntesis. 
Vic é o potencial eléctrico intracelular (em mV) em relação ao potencial eléctrico das soluções 
externas. Mca é o potencial eléctrico transepitelial (em mV) em circuito aberto quando a corrente transepi-
telial é zero. 0 lado da concha é usado como referência. 
A fim de detectar diferenças relativas de permeabilidade das 
barreira apical e basolateral ao sódio, potássio e cloro, estes 
iões foram substituidos por colina (catiões) e por sulfato ou 
gluconato (cloro) na solução externa. Os potenciais intracelula-
res foram medidos em condições de curto-circuito. 
A remoção de sódio, potássio e cloro da solução da hemolinfa 
produziu pequenas hiperpolarizações (-2.86 ±0.55 n=7, -1.88 ±0.33 
n=4 e -7.19 ±0.26 (n=20) mV respectivamente). Substituições idên-
ticas realizadas no lado da concha produziram uma hiperpolariza-
ção respectivamente de -3.8 ±0.38 (n=4) mV depois da remoção do 
sódio, -0.33 ±0.33 (n=6) depois da remoção do potássio e -1.58 
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±0.02 (n=6) mV depois da remoção do cloro. 
Quando o cálcio aumentou para 6 mM na solução da hemolinfa 
o potencial intracelular aumentou de 13.9 ±1.1 mV (n=7). Altera-
ções semelhantes na solução da concha originaram uma despolariza-
ção mais pequena de 3.7 ±0.9 mv (n=4). 
Na Tabela III.3 estão também representadas as concentrações 
iónicas intracelulares determinadas com os microelétrodos sensí-
veis a iões. Para comparação os valores obtidos com métodos 
químicos também são fornecidos. A concentração de cloro intrace-
lular medida com microelétrodos sensíveis a Cl foi de 7.9 ±0.3 
mM (n=30). Este valor foi 30% mais elevado que o valor médio de 
equilíbrio calculado a partir dos potenciais de membrana e da 
concentração de cloro externa. O valor médio obtido pela análise 
química foi de 12.9±0.6 mM (n=20). A concentração intracelular 
do potássio determinada com microelétrodos foi de 26.5 ±1.1 mM 
(n=16). Este valor foi 10% mais elevado do que o valor de equi-
líbrio. A concentração intracelular média determinada por fotome-
tria de chama foi de 29.4 ±0.4 mM (n=20). Apesar de se terem 
realizado picadas com microelétrodos sensíveis ao sódio, os 
resultados não são apresentados na Tabela III.3 por se ter veri-
ficado que, para as baixas concentrações de sódio da solução 
control, havia uma forte interferência pelo cálcio. 0 valor médio 
obtido pelo fotómetro de chama foi de 14 ±0.4 mM (n=20). 
Com o objectivo de se encontrar uma possível dependência 
entre os fluxos de bicarbonatos e os fluxos de cloro, mediu-se 
a concentração intracelular do cloro antes e durante a remoção 
de bicarbonato da solução externa. Quando a solução da concha foi 
substituida por uma solução sem de bicarbonato a concentração 
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intracelular de cloro permaneceu constante. A Figura III.6 mostra 
uma experiência em que o bicarbonato foi retirado (primeira seta) 
e depois reintroduzido (segunda seta) na solução da hemolinfa. 
Nesta experiência a remoção de bicarbonato da solução da hemolin-
fa causou um aumento de cloro intracelular à taxa aproximada de 
0.3 mmol.s- . O gráfico inserido da Figura III.7 apresenta os 
resultados obtidos em quatro mantos quando a mesma substituição 
foi concluida no lado da hemolinfa. Para cada manto, a concentra-
ção intracelular de cloro medida depois da remoção de bicarbonato 
do lado da hemolinfa foi dividida pela concentração de cloro 
medida antes da remoção de bicarbonato. Os valores representados 
correspondem às médias e erros padrões da média dos valores rela-
tivos das quatro experiências. 
2.5-Influência do cálcio sobre a corrente de curto-circuito 
e a voltagem em circuito aberto 
Conforme se mencionou atrás a nossa solução control continha 
menos cálcio (1mM em vez de 6mM) e mais potássio (7 mM em vez de 
0.7mM) que a hemolinfa ou o líquido extrapaleal. A Tabela III.4 
contem os resultados obtidos quando a preparação foi primeira-
mente banhada pela solução control e depois pela solução contendo 
6mM de cálcio. Adicionou-se manitol à solução control de modo a 
que as soluções usadas tivessem todas a mesma osmolalidade. O 
aumento de cálcio na solução externa provocou um pequeno decrés-
cimo da corrente de curto-circuito (7%) um grande aumento na 
































Fig­ III.7 ­ Influência da presença bicarbonato na solução da hemolinfa sobre 
o cloro intracelular. A remoção de bicarbonato está indicada pela primeira 
seta e a reintrodução pela segunda seta. As concentrações intracelulares foram 
medidos com microelétrodos sensíveis a cloro. 0 painel inserido refere os 
resultados obtidos com quatro preparações. Para cada preparação o valor em 
cada tempo t foi dividido pelo valor no instante zero. Estão representadas as 
médias ±EPM. 
TABELA III.4. Influência do cálcio e do potássio sobre a corrente de curto circuito condutância 
epitelial, voltagem em circuito aberto e fluxos de cálcio unidirecionais. 
































Resultados de três grupos de experiências. N é o número de pares de mantos em cada de experiências. As 
—1 —? —? 
concentrações de cálcio e potássio são em mmoll '. I em uA cm ; gj em mS.cm ; V em milivolts. 
N 
Hemolinfa > Concha Concha > Hemolinfa 





0.32 ±0.12 6.08 ±0.81 0.051 ±0.02 
0.32 ±0.10 3.56 ±0.51 0.092 ±0.03 
0.32 ±0.03 6.05 ±0.51 0.052 ±0.002 
0.49 ±0.19 3.25 ±0.25 0.156 ±0.002 
Os fluxos de cálcio e as correntes de curto-circuito são expressos em mol. cm .s-1 .10 . 
H->C fluxos unidireccionais do lado da hemolinfa para o lado da concha. 
C->H fluxos unidireccionais do lado da concha para o lado da hemolinfa. 
Quando além de se aumentar a concentração de cálcio se diminuiu 
a concentração de potássio de 7mM para 1 mM substituindo-o por 
colina, a corrente caiu 33%, a condutância aumentou 25% e o 
potencial caiu 47%. Pode-se ver a partir da Tabela III.4 que a 
alteração da concentração de cálcio nas soluções não afectou os 
fluxos líquidos de cálcio, os quais permaneceram desprezivelmente 
pequenos a altas e baixas concentrações de cálcio. 0 efeito do 
cálcio na corrente de curto-circuito deve-se provavelmente a 
alterações do transporte de outros iões. A Tabela III.4 mostra 
também que a preparação foi capaz de gerar uma corrente e um 
potencial em circuito aberto na ausência de cálcio. 
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3-Discussão 
A formação e o crescimento da concha compreende pelo menos 
dois aspectos distintos mas interelacionados: a produção de uma 
matriz orgânica constituida principalmente por proteínas e a 
deposição de carbonato de cálcio sob forma cristalina. A precipi-
tação de carbonato de cálcio presente no líquido extrapaleal é 
determinada pelo facto das concentrações de cálcio e de carbona-
to neste líquido estarem acima do seu produto de solubilidade. 
A via de entrada mais provável destes iões para a cavidade 
extrapaleal é o EEM. 
Istin e Metz (1964), Istin e Kirschner (1968) e Sorenson et 
ai. (1980) mostraram que na ausência de gradientes de concentra-
ção iónica, o manto gera um potencial espontâneo "in vitro". A 
orientação deste potencial (lado da concha mais positivo) poderia 
indicar um transporte activo de cálcio em direcção ao líquido 
extrapaleal o que "in vivo" poderia arrastar bicarbonato em 
direcção ao mesmo compartimento como consequência do efeito do 
potencial eléctrico tfansepitelial. Esta hipótese é improvável 
uma vez que Istin e Metz (1964) demonstraram que os movimentos 
de cálcio através do manto são puramente difusionais, observação 
confirmada mais tarde por outros autores (Istin e Kirschner, 
1968; Sorenson et ai. 1980) e pelo presente trabalho. 
3.1-Natureza da corrente de curto-circuito 
Este trabalho refere pela primeira vez os resultados obtidos 
com o epitélio extrapaleal do manto curto-circuitado e a Figura 
III. 8 apresenta um sumário esquemático ilustrado das nossas 
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conclusões. As experiências em que o sódio, potássio ou o cloro 
foram removidas dos banhos indicam que esta corrente não é devida 
a um fluxo líquido de qualquer um destes iões. As mesmas expe-
riências podem ser usadas para avaliar a contribuição do fluxo 
difusional dos três iões para a condutância transepitelial total. 
Apesar do sódio, potássio e do cloro corresponderem à maior parte 
do conteúdo iónico dos banhos, a sua contribuição para a condu-
tância transepitelial é provavelmente menor do que 30% do total 
(cerca de 10% cada). 
Para um processo difusional através de uma membrana e na 
ausência de um gradiente electroquímico o fluxo unidirectional 
(J.j) de um ião (i), medido com radio-isótopos, é dado por: 
onde Pi é a permeabilidade do epitélio para o ião i e c- a 
concentração do ião i no lado "quente". Usando esta expressão, e 
a partir dos fluxos referidos na Tabela III.2 podem calcular-
se as permeabilidades epiteliais totais ao sódio, potássio, 
cloro, cálcio e bicarbonato. Se usarmos a média entre os dois 
fluxos unidireccionais os valores obtidos para cálcio, cloro e 
potássio são respectivamente: PCa= 3.5x10"5, PC1= 3.3x10-6 e PK= 
5.3x10" cm.s" . A partir dos fluxos de sódio da hemolinfa para a 
concha obtem-se um PNa de 2.5 x 10"6 cm.s-1 . Estes cálculos 
mostram que o EEM é quase dez vezes mais permeável ao cálcio que 
ao sódio, potássio ou cloro. Isto é provavelmente a razão da 
queda do potencial transepitelial e do aumento da condutância de 
membrana quando a concentração de cálcio em ambos os lados aumen-
ta de 1 para 6 mM. Se extrapolarmos estas observações para a 
situação "in vivo", onde a concentração de cálcio é elevada 
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(6 mM ou mais elevada) na hemolinfa e no líquido extrapaleal, o 
potencial transepitelial será muito pequeno. A permeabilidade 
elevada ao cálcio poderia também explicar a razão pela qual a 
concentração de cálcio é tão semelhante na hemolinfa e no líquido 
extrapaleal (Tabela III.1 e de Waele, 1930). 
Pode-se também mostrar que a condutância (g^ incremental de 
um ião (i) que se move através duma membrana por simples difusão 
quando este ião se encontra a um mesmo potencial electroquímico 
em ambos os lados da membrana é dado por: 
g1-[(z.F)2/R.T].P1.c1«[(zF)2/RT].J1 
onde F é o Faraday (96500 Coulombs/Eq), z é a valência (Eq/mol), 
R é a constante do gases perfeitos (8.315 J.deg-1 .mol-1 ) e T a 
temperatura absoluta (293° K) . Com esta expressão podem calcular-
se as condutâncias para os diferentes iões. Obtem-se os seguintes 
valores: gNa=0.17, gK=0.14, gc1 = 0.26 e gCa=0.52 mS.cm"2. Somando as 
condutâncias de sódio, potássio, cloro e de cálcio obtem-se um 
valor de 1.09 mS.cnf2 enquanto a condutância total da preparação 
medida electricamente anda entre 0.86 e 1.2 mS.cm-2. Por isso, a 
condutância devida a estes quatro iões corresponde praticamente 
à.condutância total sendo a contribuição da condutância de cálcio 
50% do total. A condutância do bicarbonato calculada a partir do 
fluxo de C (da hemolinfa para a concha), admitindo que corres-
ponde ao fluxo difusional de bicarbonato, é mais elevada (1.3 
mS.cm" ) que a condutância total da preparação. Isto significa 
que o bicarbonato se move através da preparação em troca com 
outro anião, por exemplo cloro, ou que o fluxo do 14C reflecte o 
movimento de C02 marcado. Esta última sugestão parece mais prová-
vel por duas razões: o DIDS inibe completamente a corrente de 
111-26 
curto-circuito sem afectar o fluxo de 14C da hemolinfa para a 
concha; os fluxos unidirecionais de cloro são muito pequenos. 
Os únicos fluxos líquidos detectados com radioisótopos na 
ausência de gradientes electroquímicos foram os de sódio e de 
bicarbonato. O fluxo líquido de sódio em direção à hemolinfa é 
tão pequeno que pode não ser detectável em experiências de 
substituição iónica (Fig. III.4). Os efeitos do DIDS e do Amilo-
ride indicam que na geração da corrente de curto-circuito estão 
envolvidas trocas de bicarbonato/cloro (Boron, 1983; A em Fig. 
III.8) e de protão/sódio (Benos, 1982; B na Fig. III.8). A 
lentidão dos efeitos dos dois inibidores indica que a função dos 
mecanismos de troca é provavelmente a de manter gradientes ióni-
cos, correspondendo a queda gradual da corrente à dissipação 
lenta destes gradientes. 
3.2-Bomba de sódio 
A insensibilidade da corrente de curto-circuito à ubaína não 
é uma prova absoluta que a bomba de sódio está ausente neste epi-
télio. A ATPase Na-K foi encontrada em fracções microsomais do 
manto de vários bivalves (Deaton, 1982). Os valores das concen-
trações intracelulares de sódio e de potássio referidos neste 
trabalho são consistentes com a sua presença no manto de A. 
cygnea. A concentração de sódio intracelular determinada pela 
fotometria de chama (12mM) é claramente inferior ao valor de 
equilíbrio admitindo um potencial de membrana de 31 mV. Dado que 
o potencial de membrana não foi medido simultaneamente, esta 
afirmação requer confirmação. 
Em relação ao potássio fomos capazes de medir simultaneamente 
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os potenciais eléctricos e electroquímicos intracelulares e veri-
ficamos que o potássio está em equilíbrio ou ligeiramente acima 
do equilíbrio. 
Apesar de não se ter encontrado um efeito da ubaína, sugeri-
mos na Figura 111.8(C) a presença da bomba de sódio na barreira 
basolateral dado que ela pode estabelecer uma recirculação para 
o sódio transportado pelo trocador sódio/protão (B). 
3.3-Função do C02 
A inibição da corrente de curto-circuito pelo diamox obser-
vada na Figura III.6 é uma indicação de que parte do transporte 
de bicarbonato depende do fornecimento deste ião pela hidratação 
catalisada de C02 (Fig. III.8) que ocorre no interior das célu-
las. Quando as soluções externas são equilibradas com 5% de 
dióxido de carbono (cerca de 40 mm da pressão parcial de Hg) e 
admitindo uma solubilidade de cerca de 0.05 mmols/mm Hg a 2Q°C 
(Edsall e Wyman, 1958) a concentração de C02 dissolvido nas 
soluções externas e na água citoplasmática é no máximo 2 mM. Se 
pensarmos que a espessura do epitélio é 1 5um e que 70% do seu 
volume é ocupado por água intracelular haverá cerca de dois 
nanomoles de C02 por cm de epitélio. Â taxa de hidratação de 
0.038 sec" (Maren, 1967) a taxa de produção máxima de ácido 
carbónico e de bicarbonato será de 76 picomoles. sec-1. cm"2 de 
epitélio o que equivalerá a 7.3 microamps.cm-2. Contudo, mediram-
se correntes de curto-circuito acima de 70 microamps.cm-2. Estes 
cálculos grosseiros da produção de bicarbonato, que correspondem 
provavelmente a sobrestimativas, mostram que nas nossas condições 
experimentais a hidratação não catalizada de dióxido de carbono 
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é incapaz de manter totalmente a corrente de curto-circuito 
medida. 
Os mecanismos responsáveis pela corrente de curto-circuito 
parecem deste modo envolver a difusão de dióxido de carbono para 
o citoplasma (2 na Fig. III.8), sua hidratação catalizada pela 
anidrase carbónica e a extrusão de pelo menos parte do bicarbona-
to produzido intracelularmente para o compartimento da hemolinfa. 
Tais mecanismos explicariam o efeito do DIDS (3 na Fig. III.8) 
guando adicionado à solução da hemolinfa, o efeito do diamox (4 
em Fig. III.8) e o aumento do cloro intracelular guando o bicar-
bonato é removido da solução da hemolinfa. Não se pode excluir 
gue algum bicarbonato possa entrar na célula através da barreira 
apical. 
A fim de regular o pH intracelular um número de protões igual 
ao número de bicarbonatos excretado tem de deixar a célula. 0 
efeito do amiloride (5 na Fig. III.8) indica gue uma fracção 
destes protões pode também ser excretada através da membrana 
basolateral por troca com sódio (B na Fig. III.8); os restantes 
são provavelmente excretados através da membrana apical ( 6 na 
Fig. III.8). Apesar da troca de cloro/bicarbonato ser electrica-
mente silenciosa, pode-se originar um gradiente electroguímico 
para o cloro (entre o citoplasma e os compartimentos externos) 
gue conduz a um efluxo difusional através da membrana basolateral 
(7 em Fig. III.8) gue anulará o influxo destes iões originado 
pelo transportador de cloro/bicarbonato. 0 resultado final será 
um efluxo de bicarbonato em direcção à solução da hemolinfa e uma 
recirculação de cloro através da membrana basolateral. 0 poten-
cial intracelular em curto-circuito é sensível à remoção de cloro 
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da solução da hemolinfa mas o efeito observado é uma hiperpolari-
zação e não o oposto como se pode esperar de um efeito difusio-
nal. De todos os inibidores usados a iodocetamida e o DNP foram 
os que tiveram os efeitos mais dramáticos na corrente de curto-
circuito. 0 efeito metabólico da iodocetamida, inibidor de grupos 
thiol (Dixon e Webb, 1964), não está totalmente caracterizado. 
Inibe quase completamente a glicólise e bloqueia também o sistema 
da triose fosfato desidrogenase causando uma baixa no nível de 
ATP intracelular (Pon, 1964). Deste modo o DNP (inicialmente) e 
a iodocetamida provocam um decréscimo na produção de ATP (8 na 
Fig. III.8). Se a queda na corrente de curto-circuito reflecte 
este efeito, isso indica uma estreita ligação entre a concentra-
ção de ATP intracelular e o transporte líquido de cargas através 
do epitélio. A bomba de sódio não é esta ligação uma vez que o 
efeito da ubaína foi muito pequeno e lento. Como se tinha 
concluido atrás, a extrusão de bicarbonato através da barreira 
basolateral implica uma extrusão de protões através da membrana 
apical. As experiências descritas no capítulo IV confirmam esta 
previsão. A corrente de curto-circuito foi insensível ao amilori-
de adicionado à solução da concha e o potencial intracelular não 
mudou quando o sódio, potássio ou o cloro foram removidos da 
mesma solução (9 na Fig. III.8). Isto sugere que não só a permea-
bilidade da membrana apical a estes iões é relativamente baixa 
mas, também que a extrusão de protões não é por troca de 
protão/sódio. Por outro lado quando se aumentou a concentração 
de protões na solução da concha houve uma inibição notória da 
corrente de curto-circuito (Fig. III.5). Estas considerações 
sugerem a possibilidade de uma bomba electrogénica de protões (D 
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Fig. III.8 - Electrofisiologia do epitélio extrapaleal do manto. A figura 
resume as observações fundamentais. A corrente de curto-circuito (Ice) é 
devida ao transporte de bicarbonato para o lado da hemolinfa e de protões para 
o lado da concha (parte inferior da figura). Os protões e bicarbonatos são 
gerados principalmente através da hidratação de C02 catalizada pela anidrase 
carbónica (CA e 1 ) dado que grande parte da corrente é inibida pelo diamox 
( 4 ) . Quando o C02 não está presente na mistura gasosa a corrente cai para 
valores muito baixos. Isto sugere que as principais fontes de C02 são as 
soluções externas (2). 0 bicarbonato celular é transportado através da bar-
reira basolateral por troca com cloro (A) e esta troca é bloqueada por SITS 
e DIDS (3). Há uma recirculação de cloro através da mesma barreira. Parte dos 
protões gerados intracelularmente são excretados para a hemolinfa por troca 
com o sódio (B). Este processo é inibido pelo amiloride (5). É postulada uma 
bomba de sódio na barreira basolateral, o que possibilita a recirculação do 
sódio. 0 potássio transportado por esta bomba difunde para fora através da 
mesma barreira. É também postulada uma bomba electrogénica de protões (D) na 
barreira apical. Os efeitos de DNP e de iodacetamida (8) podem ser atribui-
dos a uma queda da concentração de ATP intracelular. A permeabilidade da 
barreira apical ao sódio, potássio e cloro é muito pequena (9). A permeabili-
dade da barreira basolateral ao sódio é também muito pequena. Os valores do 
potencial eléctrico intracelular e das concentrações intracelulares de sódio, 
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na Fig. III. 8) na barreira apical. Bombas electrogénicas de 
protões foram identificadas na bexiga da tartaruga marinha Pseu-
demys scripta (Steinmetz et ai. 1967) e do sapo Bufo marinos 
(Ludens e Fanestil, 1972), nos tubos colectores do rim de mamífe-
ros (Stoner et ai. 1974) e na pele da rã (Ehrenfeld et ai. 1985). 
3.4-Função do manto na formação da concha 
Apesar de os nossos resultados, assim como de outros autores 
já referidos, não nos elucidarem completamente sobre o papel do 
epitélio extrapaleal do manto na calcificação da concha, a hipó-
tese de tal função existir é difícil de excluir. 
Esta estrutura é altamente permeável ao cálcio e um ligeiro 
gradiente de cálcio (em direcção ao lado da concha) pode gerar 
um fluxo de cálcio líquido pequeno, mas suficiente, para o lado 
da concha. Se o comportamento "in vitro" do EEM reflecte o modo 
como funciona "in vivo", o papel da zona central do manto é o de 
evitar a calcificação da concha. 0 transporte de bicarbonatos 
para a hemolinfa, o potencial em circuito aberto e o transporte 
de protões para o fluido extrapaleal, opoem-se à criação de 
condições favoráveis à precipitação de bicarbonato de cálcio. 
A calcificação da concha pode deste modo ser o resultado de 
um balanço entre os movimentos de cálcio através do EEM resultan-
do de um gradiente electroquímico deste ião em direcção ao líqui-
do extrapaleal, criado por processos que aumentam a sua concen-
tração na hemolinfa, e o transporte de bicarbonatos e protões, 
metabolicamente dependente, o qual moverá cálcio na direcção 
oposta. 
Por outro lado, como se verá mais adiante, a função do manto 
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deve ser modulada por outros factores dado que o crescimento da 
concha não é constante e o comportamento eléctrico do EEM varia 
ao longo do ano provavelmente acompanhando o ciclo reprodutivo. 
4-Sumário 
4.1-0 epitélio extrapaleal do manto (EEM) de A. cygnea isolado 
e equilibrado com uma mistura gasosa contendo C02 e em condições 
de curto-circuito gerou uma corrente que exibiu variações cícli-
cas ao longo do ano. 
4.2 - EM condições de curto-circuito o potencial intracelular 
(31 ±0.5 mV, n=65) foi insensível a mudanças de concentrações de 
cloro, sódio ou potássio nas soluções que banham o lado da concha 
da preparação. Nas mesmas condições o potencial intracelular foi 
sensível a mudanças de concentrações de potássio ou cloro na 
solução da hemolinfa mas não a mudanças na concentração de sódio. 
4.3 - Quando a preparação foi equilibrada com oxigénio puro a 
corrente caiu de 85 ±1% (n=8). Uma queda semelhante na corrente 
(88 ±2% n=8) foi observada quando a solução que banha o lado 
apical do epitélio foi preparada sem bicarbonato e equilibrada 
com carbogénio. Quando esta mesma solução foi equilibrada apenas 
com oxigénio e ajustada a pH 7.2, a corrente caiu 67 ±2% (n=8) 
e quando ajustada a pH 4.5 caiu 92 ±4% (n=8). 
4.4 - A corrente de curto-circuito foi inibida pelo DIDS (0.5 mM) 
e SITS (0.5 mM) quando estas drogas foram adicionadas do lado da 
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hemolinfa. A corrente foi também inibida pelo DNP (1 mM), iodoce-
tamida (1 mM) e diamox (1 mM). 0 amiloride (0.1 mM) bloqueou a 
corrente mas só do lado da hemolinfa. A ubaína (0.1 mM) não 
afectou a corrente. 
4.5 - Os fluxos líquidos de rubídio (usado como marcador de 
potássio), cloro e cálcio, medido com 85Rb, 36C1 e 45Ca, respe-
ctivamente, foram muito pequenos quando comparados com a corrente 
de curto-circuito. Houve um pequeno fluxo líquido de sódio (medi-
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do com Na ) em direcção ao lado da hemolinfa. O fluxo liquido 
de bicarbonato (medido com 14C-bicarbonato) correpondeu a um 
fluxo de carga igual à corrente de curto-circuito e foi inibido 
por DIDS. A permeabilidade ao cálcio foi uma ordem de grandeza 
mais elevada que as permeabilidades ao sódio, potássio ou cloro. 
4.6 - As concentrações intracelulares de potássio e cloro medidas 
com microelétrodos sensíveis a iões foram de 26.5 ±1.1 (n=16) e 
de 7.9 ±0.3 (n=30) mM, respectivamente. Quando estas concentra-
ções foram medidas com métodos químicos os valores encontrados 
foram 29.4 ±0.4 (n=20) e 12.9 ±0.6 (n=20) mM respectivamente. A 
concentração intracelular de sódio medido quimicamente foi de 
14.0 ±0.6 (n=20) mM. Quando os bicarbonatos foram removidos do 
lado da hemolinfa a concentração intracelular de cloro subiu. 
4.7 - Os movimentos de cálcio através do EEM são por difusão 
simples e a calcificação da concha resulta ' provavelmente do 
balanço entre uma difusão de cálcio para o compartimento extra-
paleal quando se cria um gradiente electroquímico favorável para 
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este ião e o movimento igualmente passivo de cálcio que resulta 
do transporte contra gradiente de iões bicarbonato realizados 
pelo epitélio. 0 balanço entre estes dois processos pode explicar 




Como se verificou no Capítulo III em condições de curto­
circuito o epitélio gera uma corrente (Ice) que quando expressa 
como um fluxo molecular tem a mesma grandeza do fluxo líquido de 
C­bicarbonato, do lado da concha para a hemolinfa, medido 
simultaneamente. 0 fluxo líquido de bicarbonato e a Ice são 
igualmente inibidos por DIDS e SITS. A corrente é ainda inibida 
pela iodocetamida, parcialmente inibida pelo diamox e é muito 
sensível à concentração de C02. Dada a ausência de um fluxo 
líquido simultâneo de protões em direcção à hemolinfa, haverá 
provavelmente uma acumulação de ácido (protões) noutro comparti­
mento. A composição do compartimento celular é seguramente con­
trolado uma vez que a preparação tem a capacidade de manter uma 
Ice estacionária por várias horas o que sugere haver a acidifica­
ção do líquido extrapáleal. Este mecanismo implica que, quando 
expressas nas mesmas unidades, a Ice e o fluxo líquido de bicar­
bonatos e de protões através das membranas respectivamente baso­
lateral e apical têm a mesma grandeza. Os resultados apresentados 
neste Capítulo confirmam esta hipótese. Dentro do erro experimen­
tal os três valores são semelhantes numa variedade de condições. 
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1-Materiais e Métodos 
0 EEM foi dissecado, montado em câmaras de Ussing e conti-
nuamente curto-circuitado segundo o método já descrito no Capítu-
lo I e III. 
A maior parte das vezes a solução que banhava ambos os lados 
da preparação (solução control) tinha a seguinte composição: Na 
11mM; K 7mM; Cl 19mM; Mg 0.5mM; Ca 1mM; HC03" 2mM. Em algumas 
experiências o lado da hemolinfa esteve em contacto com a solução 
control enquanto que se realizaram algumas substituições na 
solução do lado da concha. Quando o cloreto foi substituido por 
gluconato, isetionato, tiocianato ou sulfato a osmolalidade da 
solução foi compensada com a adição de sucrose. Estudou-se o 
efeito do pH sobre a corrente de curto-circuito substituindo 2 
mM de HC03" por 1 mM de NaH2P04 na solução da concha. Dado que se 
fizeram a maior parte das experiências na presença de C02 exógeno 
não se utilizou o método "pH stat" (Sanders, Hayne e Rehm, 1973). 
A quantidade de ácido ou de base libertado para as respectivas 
soluções durante um período de 20-30 minutos foi medida por titu-
lação duma quantidade conhecida da amostra de líquido extraído 
de cada meia câmara, sendo previamente equilibrada com azoto 
humififiçado, de modo a remover todo o C02 dissolvido. 0 titulan-
te (HC1) foi adicionado com uma seringa de precisão montada num 
micrómetro até que todo o bicarbonato fosse removido da solução. 
A Figura 1 mostra um registo da titulação duma amostra. Em 
condições de equilíbrio, com o azoto humidificado a borbulhar, 
a amostra tinha um pH cerca de 8. O início da titulação está 
indicado pela primeira seta. Por cada fracção de titulante 
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adicionado surge uma queda inicial de pH seguida de uma subida 
mais lenta. Este padrão resulta da lentidão na hidratação de C02 
e na desidratação de H2C03. A fim de evitar excessos de titulan-
te, este foi adicionado em quantidades progressivamente reduzi-
das. 0 final da titulação foi detectado (segunda seta) quando o 
pH permaneceu aproximadamente constante. A média e o erro padrão 
da média de 50 amostras de solução control contendo 2 mM de 
bicarbonato foram respectivamente 2.03±.002 mM. Quando se utili-
zaram amostras com inibidores estes foram também incluidos em 
igual quantidade nos respectivos padrões. Os inibidores foram 
aplicados nas seguintes concentrações finais: amiloride 1mM; 
diamox 1mM; vanadato 1mM; DNP 1mM; DIDS 0.5 mM; oligomicina 200 
ug/ml; dicicohexilcarbodiimide (DCCD) 50 ug/ml. 
Para comparar a Ice com a taxa de alcalinização ou de acidi-
ficação dos respectivos compartimentos da hemolinfa e da concha, 
as quantidades de base ou de ácido libertadas pelo epitélio, 
medidos pelo método de titulação já descrito e expressas em 
umol. enf2. s~1, foram multiplicadas pelo Faraday (96.500 coul. 
eq"1 ) . 
2-Resultados 
Como foi dito na introdução seria de esperar que a quantida-
de de base transportada pela preparação para uma das meias câma-
ras fosse igual à quantidade de ácido libertado para a outra meia 
câmara. Isto é rigorosamente verdade em condições estacionárias 
quando nenhuma base ou ácido é acumulado nas células. Isto é, se 





Fig. IV. 1 - Titulação duma amostra. Eixo vertical - pH; Eixo horizontal -
tempo; Primeira seta - início da titulação; segunda seta - fim da titulação. 
A amostra está em contínua agitação pelo borbulhar de azoto saturado de vapor 
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solução do lado da hemolinfa é igual à Ice quando expressas nas 
mesmas unidades (ver Capítulo III), então a quantidade de ácido 
transportado para a solução do lado da concha também será igual 
à Ice. Na Figura 2 estão representadas uma grande gama de taxas 
de titulações as Ices correspondentes medidas em preparações em 
estado estacionário. As linhas contínuas representam uma inclina-
ção da taxa de titulação/lcc de 1 . Pode-se observar que os resul-
tados experimentais estão de acordo com os previstos. Observações 
semelhantes foram referidas para a mucosa gástrica de amfíbios 
(Teorell, 1951) e para a bexiga urinária da tartaruga nos quais 
o transporte de sódio transepitelial foi bloqueado (Husted et 
ai., 1979). 
Foi dito no Capítulo III que no EEP a corrente de curto-
circuito é inibida por diamox, DIDS, DNP, amiloride e iodocetami-
da. A Figura 3 mostra que o diamox, DIDS e DNP induziram altera-
ções nas taxas de secreção de base (lado da hemolinfa) e ácido 
(lado da concha) semelhantes às das correntes de curto-circuito 
registadas simultaneamente. O amiloride induziu uma diminuição 
nas quantidades de ácido e base secretadas e praticamente nenhum 
efeito na Ice durante o mesmo período. Isto está de acordo com 
a observação anterior (Capítulo III) onde a inibição de Ice pelo 
amiloride é muito lenta. 
Estes resultados mostram que numa larga gama de taxas de 
transportes e dentro do erro experimental existe uma boa concor-
dância entre Ice e o transporte líquido de ácido e base em condi-
ções de control e quando a preparação é inibida por diamox, DIDS 
ou DNP. Deste modo, uma corrente estável poderá ser usada para 
estimar o transporte de ácido no sentido do compartimento extra-
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paleai e de base no sentido do compartimento da hemolinfa. A 
dependência de Ice relativamente a 02 está representada na Figura 
4. Em seis preparações depois de se atingir um estado estacioná-
rio em condições de control, três delas foram submetidas a uma 
mistura gasosa de N2+C02. Os valores representados são as médias 
±EPM de Ice dividido pelos valores correspondentes no tempo zero. 
Quando o azoto substituiu o oxigénio na mistura de gás a corrente 
caiu contínua e lentamente chegando a atingir um valor relativo 
de 0.5 depois de 30 minutos. 0 painel inserido refere-se a um 
grupo de experiências similares (n=6) em gue Ice e as taxas de 
acidificação e alcalinização dos compartimentos da concha e da 
hemolinfa, respectivamente, foram medidas em simultâneo. Quer em 
condições de control (C, média de três períodos de 30 min. por 
cada preparação) guer em condições de anóxia (guatro períodos 
consecutivos de 30 min.) existiu uma razoável concordância entre 
as três guantidades. 
Quando o C02 foi removido da mistura gasosa do lado da concha 
a Ice caiu para 40% do valor control (Fig. 5). Nestas condições 
a Ice foi guase insensível à concentração de bicarbonato no mesmo 
lado, no intervalo de concentrações entre 1.25 a TOrnM. Quando a 
solução da concha foi nominalmente libertada de bicarbonato a Ice 
caiu para um valor relativo de menos gue 0.1. Contudo, um efeito 
de pH sobre Ice não pôde ser analizado nestas experiências. 
Num outro grupo de experiências (Fig. 6) estudou-se o efeito 
de pH da solução do lado da concha sobre Ice. Esta solução con-
tendo 1mM de H2NaP04 foi nominalmente libertada de bicarbonato 
e gazificada com oxigénio puro. Mediu-se a Ice com o pH da solu-
ção do lado da concha ajustado com HC1 a diferentes valores (9, 
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Fig. IV.3 - Efeito do diamox 1 mM (Diam.), DIDS 0.5 mM, DNP 1 mM e amiloride 
1 mM (Amil.) sobre a corrente de curto-circuito (I), a taxa de secreção de 
ácido para o lado da concha (c) e sobre a taxa de secreção de base para o lado 
da hemolinfa (h) . Período de control (C) . Seis experiências por cada condição. 
Fig. IV.4 - Dependência de Ice relativamente ao oxigénio. Seis preparações do 
EEP isoladas a partir de seis mantos foram montadas borbulhando as soluções 
com carbogénio (95% 02 + 5% C02) . Depois de um período de control, três destas 
preparações foram submetidas a uma mistura de N2 + C02. As linhas contínuas 
correspondem às médias das correntes instantâneas divididas pelas correntes 
correspondentes no tempo zero. As linhas pontuadas correspondem ao erro padrão 
das médias (EPM). Painel inserido: Ice e taxas de titulação de ácido e base 
medidas num outro grupo de seis preparações. C: médias ± EPM de três períodos 
iniciais de control durante 30 min. em seis preparações. A: médias ± EPM de 
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8, 7, 6, 5). A Figura 6 mostra que Ice é sensível ao pH em parti-
cular a pH's abaixo de 7. 
Ice foi insensível a vanadato (1 mM) adicionado a ambos os 
lados (mudou de 55.6 ±4.37 para 62.0 ±1.84 uA.cm-2 respectivamen-
te, n=6) à oligomicina (200 ±g/ml) também adicionado a ambos os 
lados (mudou de 42.0 ±12.4 para 39.3 ±12.6 respectivamente, n=6). 
O DCCD (500 ug/ml) causou uma lenta e moderada inibição em anóxia 
quando adicionado à solução da concha e foi ineficaz na solução 
da hemolinfa (Fig. 7). 0 TBTO foi ineficaz na solução do lado da 
hemolinfa, mas inibiu quase completamente a Ice em menos de 10 
segundos, quando adicionado à solução do lado da concha entre 10 
a 100 nM, provocando também uma redução de 40% na condutância 
transepitelial. Tal efeito foi observado quando o principal anião 
na solução foi isetionato, gluconato, sulfato, tiocianato ou 
cloreto (Fig. 8). 
3-Discussão 
Tendo em conta os resultados já referidos anteriormente 
(Capítulo III) a corrente de curto-circuito do EEP nas nossas 
condições experimentais não pode ser atribuída ao fluxo líquido 
de cloro, potássio ou cálcio e ao pequeno fluxo líquido de sódio 
medido em direcção oposta. Neste capítulo mostramos que, em 
condições de curto-circuito, as taxas de acumulação de ácido na 
solução do lado da concha e de base na solução do lado da hemo-
linfa são numericamente iguais à Ice, quando expressas nas mesmas 
unidades. Estas observações são consistentes com o facto, previa-
mente referido, de que o fluxo de 14C-bicarbonato em direcção ao 
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Fig. IV.5 - Dependência de Ice em relação às concentrações de bicarbonato 
estudada em seis preparações. Durante os períodos inicial e final as prepara-
ções foram banhadas em solução control borbulhadas com carbogénio de ambos os 
lados. Nos períodos intermediários a solução do lado da concha continha respe-
ctivamente 10, 5, 2.5, 1.25 e 0 de bicarbonatos e era borbulhada com oxigénio 
puro. O bicarbonato foi substituído por cloro. 
Fig. IV.6 - Dependência de Ice relativamente ao pH do lado da concha estudada 
em seis preparações. Depois de um período inicial de control a solução do lado 
da concha foi substituída sucessivamente por outras soluções sem bicarbonato 
contendo 1 mM de H2NaP04 e ajustada a pHs 9, 8, 7, 6, 5 e 9 e gazificadas com 
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Fig. IV.7 - Efeito de DCCD sobre a Ice estudado em doze preparações. A partir 
da primeira seta até ao final as soluções foram borbulhadas com 95% N2 + 5% 
C02. No tempo indicado pela segunda seta adicionou-se DCCD (50 ug/ml) no lado 
da hemolinfa (H) de seis preparações e no lado da concha (C) de outra seis 
preparações. 
Fig. IV.8 - Dependência aniónica relativamente ao efeito de TBTO sobre Ice 
estudada em seis preparações (uma para cada condição). No tempo indicado pela 
primeira seta o cloro (cl) foi substituido por isetionato (is), gluconato 
(gl), sulfato (sf) e tiocianato (te) respectivamente. Depois de um período de 
30 minutos 5 destas preparações (is, gl, sf, te, cl) foram tratadas no lado 
da concha sucessivamente com 10 e 100 mM de TBTO. A sexta preparação (cl), 
que tinha sido conservada como um control, foi então tratada também do lado 
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compartimento da hemolinfa é também igual à Ice. 
A Ice e as taxas de libertação de ácido e de base pelo epi-
télio são de um modo idêntico oxigénio-dependentes e as drogas 
tais como iodocetamida e DNP, que inibem a taxa de produção de 
ATP, são inibidores potentes de Ice. 
Os movimentos do ião hidrogénio são difíceis de caracteri-
zar. Primeiro, porque a maior parte das vezes a secreção de 
protões não se pode distinguir da entrada do ião hidroxilo, ou 
em muitos casos, da entrada do bicarbonato. Segundo, porque a 
concentração de protões pode, ao afectar o grau de ionização de 
proteínas, modificar a permeabilidade da membrana aos protões e 
alguns sistemas de transportes, em particular os responsáveis 
pela regulação do pH intracelular (Vaughan-Jones, 1988). Uma 
complicação posterior é o facto de que os movimentos de protões 
podem ser modulados pelo pH intracelular (Boron, 1986), potencial 
de membrana, hormonas, factores de crescimento e alterações osmó-
ticas (Grinstein e Rothstein, 1986). No EEP a relação estreita 
entre Ice, acidificação e alcalinização das soluções de banho, 
juntamente com a sensibilidade destes processos ao diamox sugere 
o-envolvimento do bicarbonato em qualquer fase. Três mecanismos 
alternativos podem explicar as nossas observações: Um transporte 
transepitelial de ácido ou simplesmente de protões em direcção 
à ao lado da concha, um transporte transepitelial de base (bicar-
bonato?) na direcção oposta ou extrusão simultânea de base 
através da membrana basolateral e de protões através da membrana 
apical. Dado que o fluxo líquido de 14C-bicarbonato, Isc e as 
taxas de alcalinização e acidificação das soluções de banho são 
sensíveis a SITS e DIDS actuando do lado da hemolinfa, uma 
IV-7 
extrusão de bicarbonatos para a hemolinfa em troca com o cloro 
(Boron, 1983) parece estar presente. Tal processo explica porque 
razão o cloreto intracelular aumenta quando o lado basolateral 
é banhado por uma solução sem bicarbonatos (Capítulo III) e 
requer uma recirculação de cloro através da membrana basolateral. 
A baixa sensibilidade da Ice à substituição de cloro no lado da 
hemolinfa pode ser devida a uma alta afinidade do trocador anió-
nico para o cloro como se observou na bexiga urinária de tartaru-
ga (Fisher et ai., 1983). 
A sensibilidade de Ice às concentrações de bicarbonato e de 
C02 no lado da concha sugere que a absorção de bicarbonato atra-
vés da membrana apical pode ser parte do processo responsável por 
Isc. Contudo, quando o lado da concha é banhado por uma solução 
nominalmente livre de C02 e de bicarbonato e ajustado a um pH de 
7.2, correntes da ordem de 6 uA.cm" são ainda medidas. 
Alternativamente, os protões podem ser transportados através 
da barreira apical em direcção à concha. Esta translocação pode 
ocorrer por um ou mais mecanismos tais como um antiporte Na+/H+, 
uma bomba K+/H+ OU uma bomba electrogénica (Steinmetz e Andersen, 
1982). 0 antiporte Na+/H+ foi identificado num grande número de 
sistemas celulares a partir de vertebrados e invertebrados e em 
particular em epitélios (Grinstein e Rothstein, 1986). A Ice 
através do EEP foi sensível ao amiloride actuando no lado basola-
teral, mas como a inibição era muito lenta e como a substituição 
de sódio por colina na solução do mesmo lado tivesse um efeito 
lento na Ice (Capítulo III) a contribuição deste antiporte, caso 
exista nesta preparação a excreção de protões através da barreira 
basolateral, é provavelmente pequena. A Ice foi insensível a 
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SITS, DIDS ou amiloride quando adicionado do lado da concha ou 
à substituição de sódio ou de potássio no mesmo banho (Capítulo 
III). Deste modo, será pouco provável que a secreção de ácido 
para o lado da concha seja devido ao antiporte de Na+/H+, à bomba 
de K+/H+ OU à entrada de bicarbonato através da membrana apical 
envolvendo um cotransporte de Na+-HC03~ (Boron, 1986) e uma 
recirculação de bicarbonato através da mesma barreira. Além 
disso, dado que a resistência da barreira apical é 4 a 10 vezes 
a da barreira basolateral e é insensível à substituição de sódio, 
potássio e cloro por iões impermeáveis no lado da concha, é pouco 
provável que haja uma associação directa ou através do campo 
eléctrico entre os fluxos de protões e os fluxos de iões de 
sódio, potássio ou cloro através da barreira apical (Capítulo 
III). Além disso a Ice é rápida e intensamente inibida por DNP 
e por iodocetamida, drogas que afectam a taxa de produção de ATP. 
Sugerimos que a secreção de ácido em direcção ao compartimento 
extrapaleal é, pelo menos em parte, devido à operação de uma 
bomba electrogénica. A sua localização na barreira apical é idên-
tica à que se observa na bexiga urinária da tartaruga (Steinmetz 
e Andersen, 1982). 
Não existe nenhum inibidor específico da bomba electrogéni-
ca de protões presente em epitélios. Contudo, a inibição de Isc 
por DCCD (em condições de anóxia) e por TBTO do lado da concha 
sugere a presença de uma bomba de protões (Goffeau e Boutry,1986) 
e a velocidade do efeito de TBTO conjuntamente com a redução da 
condutância transepitelial indica que ele inibe um processo ele-
ctrogénico por bloqueio de um canal condutor mais do que pela 
criação duma troca aniónica electricamente silenciosa (Linnet e 
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Beechey, 1979). Como seria de esperar, foi ainda observado a 
sensibilidade da bomba de protões às variações de pH da solução 
do lado da concha. Uma posterior caracterização deste sistema 
exige medições de pH intracelular em várias condições. 
4-Sumário 
4.1 - Em condições de curto-circuito o EEP de A. cygnea produz 
a acidificação da solução do lado da concha e a alcalinização da 
solução do lado da hemolinfa. 
4.2 - As taxas de secreção de ácido e de base foram numericamente 
iguais à respectiva corrente de curto-circuito quando expressas 
nas mesmas unidades e em condições estacioárias. 
4.3 - A anóxia, o Diamox, o DIDS (do lado da hemolinfa), o DNP 
e a iodocetamida inibiram de modo idêntico a corrente de curto-
circuito e a secreção de ácido e base. 
4.4 - A corrente de curto-circuito foi sensível às concentrações 
de C02, bicarbonato e protões na solução do lado da concha. 
4.5 - A corrente de curto-circuito foi insensível a vanadato e 
oligomicina, foi lentamente inibida por DCCD em anóxia e quase 
completamente inibido em poucos segundos por TBTO com uma redução 
de 40% na condutância transepitelial quando adicionados ao lado 
da concha. 
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4.6 - Sugere-se que a Ice seja devida a uma troca de C1~/HC03" 
com recirculação de Cl~ através da membrana basolateral e à 




ACTIVAÇÃO DA CORRENTE DE CURTO-CIRCUITO 
Como vimos no Capítulo III o EEM de A. cygnea gera uma cor-
rente, em condições de curto-circuito, correspondente ao fluxo 
líquido de bicarbonato em direcção à hemolinfa, que é bloqueada 
por iodocetamida, DNP, SITS e DIDS. Quando os animais são estu-
dados ao longo do ano as correntes e os potenciais medidos apre-
sentam variações cíclicas. Os valores mais altos são obtidos em 
Novembro e os mais baixos em Março. 
Estas variações podem ser devidas quer a mudanças na capaci-
dade dos sistemas de transporte responsáveis pela geração da 
corrente, quer a flutuações na disponibilidade de substratos, 
nomeadamente de ATP, como resultado de modificações sasonais das 
condições do meio ambiente. 
Muitos moluscos, especialmente bivalves, vivem em habitats 
onde a concentração de oxigénio é baixa ou está sujeita a grandes 
flutuações durante o ano. Gade et ai., (1975) e Holwerda e 
Veenhof (1984) mostraram que A. cygnea, em condições de anaero-
biose, produz inicialmente uma pequena acumulação de L-lactato 
e de alanina. Depois de uma anóxia prolongada a taxa de formação 
destes produtos não aumenta, a concentração de L-lactato pode 
mesmo cair ligeiramente, mas há uma grande produção de ácidos 
gordos voláteis e uma acumulação de succinato. Estas observações 
sugerem a existência de uma gradual acumulação de succinato 
durante as estações em que a hipoxia relativa é mais pronunciada 
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(primavera e verão) como resultado das temperaturas mais elevadas 
e do decréscimo da corrente local de água, conduzindo este último 
a uma redução do arejamento no meio em que o animal vive. 
Com o objectivo de relacionar as variações de corrente de 
curto-circuito com as eventuais variações do aporte de succina-
to, estudou-se o efeito deste composto na corrente de curto-cir-
cuito. Outros substratos metabólicos foram também adicionados 
às soluções externas para observar o seu efeito na corrente. 
1-Materiais e Métodos 
Os pormenores relativos à obtenção e conservação dos animais 
(A. cygnea), ao isolamento do EEM e às técnicas utilizadas no seu 
estudo electrofisiológico foram já descritos no Capítulo III. 
Estudou-se o efeito de alguns substratos (Succinato, fumarato, 
malato, citrato, e a-cetoglutarato) usando um processo que con-
siste nos três passos seguintes. A preparação foi primeiramente 
incubada em solução control. Quando as correntes e as voltagens 
estabilizaram a câmara do lado da hemolinfa foi esvaziada e cheia 
com solução idêntica à solução control mas com o bicarbonato de 
sódio (10mM) substituido por um sal de sódio do substrato (succi-
nato de sódio, por exemplo) e ajustado a pH 4 com HC1 1N (solução 
I). Depois de um período de 15 a 20 minutos, durante o qual ocor-
re um aumento inicial de corrente, as câmaras foram esvaziadas 
e cheias de novo, quer com solução control, quer com uma solução 
idêntica mas com o NaCl substituido pelo sal de sódio do mesmo 
substrato (Solução II). O pH desta solução, em equilíbrio com 
carbogénio, era de 7.2. Este processo induziu um aumento na 
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corrente que estabilizou após cerca de 60 minutos. O efeito só 
se observou quando a experiência decorreu a 20°C, não se obtendo 
efeito a 15°C. Nos períodos do ano em que a temperatura ambiente 
é baixa convém ambientar os animais, 24 horas antes, à temperatu-
ra de 20°C. Com o objectivo de verificar se o efeito do substrato 
podia ser obtido a partir do lado da concha, um protocolo seme-
lhante ao descrito acima foi seguido, mas em que a substituição 
pela solução I foi realizada no lado da concha. 
Como inibidores metabólicos, utilizaram-se a iodocetamida o 
dinitrofenol (DNP) e o Diamox a uma concentração final de 1mM. 
2-Resultados 
A Figura V.1A mostra os resultados obtidos em dezoito mantos 
estudados na época da primavera. 0 epitélio foi inicialmente 
banhado por solução control até se obter uma corrente estável. 
Para cada manto os valores das correntes foram expressos como 
quocientes dos valores em qualquer instante a dividir pelos 
valores no tempo zero. Calculou-se então a média dos rácios das 
dezoito experiências em tempos idênticos e determinaram-se os 
erros padrões da média (EPM) . Os valores das médias e os EPM 
foram simultaneamente representados em função do tempo na Figura 
V.1A. A primeira seta indica o início do período durante o qual 
o lado da hemolinfa da preparação foi banhado com solução I. 
Houve uma queda inicial da corrente seguida de um aumento 
gradual. Na altura indicada pela segunda seta ambas as câmaras 
foram esvaziadas e novamente cheias com solução II. A corrente 
continuou a subir até atingir um valor médio que era cinco vezes 
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o valor médio do período control. A média dos valores absolutos 
durante o período de control foi 10.6±1.85 uA cm-2 (n=18) 
enquanto depois duma activação completa pelo succinato ela foi 
de 58.2±4.15 uA cm" . As condutâncias aumentaram de 0.81±0.05 
para 1.2±0.05 mS cm"2. 
A activação pôde ser levada a cabo pela incubação da prepa-
ração com substrato do lado da concha. Encheu-se a câmara do lado 
da concha com solução I no tempo indicado pela primeira seta na 
Figura V.1B. A queda intensa de corrente observada nestas condi-
ções foi devida ao efeito da baixa de pH e da remoção de bicarbo-
natos, descrito previamente (Capítulo III). O resto do processo 
foi idêntico ao da Figura V.1A havendo um aumento de corrente 
mais pequeno. 
A gravura inserida na Figura V.1A mostra a diferença de 
resultados obtidos quando na altura indicada pela segunda seta 
na Figura V.1A se encheu a câmara no lado da hemolinfa com 
solução II (barra sombreada) ou solução control (barra não 
sombreada). Pode-se ver que o aumento de corrente obtido com 
solução control na terceira fase é apenas 15% mais pequeno. 
Na Figura V.2A estão representadas as médias das correntes 
e condutâncias antes e depois da activação completa obtida 
durante as diferentes estações do ano. 0 aumento da condutância 
provocado pela activação foi maior em Fevereiro e Maio mas as 
condutâncias do control foram mais elevadas em Agosto e Outubro. 
Apesar das correntes mais elevadas depois da activação serem 
obtidas em Agosto e Outubro os valores de control foram também 
mais elevados nestes meses. Deste modo, os aumentos provocados 
pela activação foram muito semelhantes ao longo do ano. 
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Fig. V.1 - Estimulação da corrente de curto-circuito do EEM pelo succinato. 
A preparação foi montada e banhada pela solução control de ambos os lados 
(fase 1). No tempo indicado pela primeira seta a câmara do lado da hemolinfa 
(painel A) ou do lado da concha (painel B) foi esvaziada e novamente cheia com 
a solução 1 (fase 2). No tempo indicado pela segunda seta ambas as câmaras 
foram esvaziadas e cheias novamente com solução II (fase 3). As linhas contí-
nuas correspondem às médias (n=18) dos quocientes entre a corrente em cada 
instante t e no instante zero. A área sombreada corresponde ao ± EPM. Gravura 
inserida no painel A: num grupo de dezasseis experiências (barra não sombreada 
à direita) utilizou-se na fase 3 solução control em vez de solução II. 
A Figura V.2B descreve os resultados obtidos com experiên-
cias realizadas na época de inverno usando succinato como subs-
trato e serve para mostrar que só quando é seguido o protocolo 
acima descrito (Materiais e Métodos) é que a activação é 
completa. A primeira barra a partir da esquerda corresponde ao 
processo descrito nos métodos. A segunda barra mostra que a 
activação não se efectua a 15°C. A terceira barra corresponde a 
um processo de activação em que a segunda fase de activação com 
succinato a pH 4 no lado da hemolinfa foi suprimida. 0 processo 
de activação é também ineficaz. Nas experiências representadas 
pela quarta barra a solução control foi usada nas três fases do 
processo consistindo num período control seguido de um período 
durante o qual a solução do lado da hemolinfa era solução control 
a pH 4, finalmente seguida de um período em que a preparação foi 
de novo banhada de ambos os lados pela solução control a pH 7.2. 
Os efeitos nas condutâncias estão representados pelas barras 
1-4 da direita. A Figura V.2C mostra a activaçaão pelos diferen-
tes substratos usados em experiências que se realizaram na época 
da primavera. Os valores representados são as médias e os EPMs 
das diferenças entre as correntes (ou condutâncias) medidas 
depois da activação completa e os valores de control correspon-
dentes. Todos os substratos usados induziram aumentos idênticos 
de corrente. O a-cetoglutarato produziu o maior efeito na condu-
tância. 
Na Figura V.3 estão representadas curvas semilogarítmicas 
do aumento de corrente em função do tempo, durante a terceira 
fase do processo de activação, mostrando que apesar dos cinco 
substratos produzirem estimulações semelhantes depois da activa-
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Fig. V.2 - Activação da corrente de curto-circuito no EEM pelos substratos. 
Painel A: médias sasonais (+EPM) dos valores de correntes e condutâncias antes 
(barras não sombreadas) e depois (barras sombreadas) da activação com o 
succinate 0 número de mantos estudados em cada grupo é indicado pelos valores 
na base das barras. 
Painel B: médias (+EPM) dos valores das correntes e condutâncias depois da 
activação pelos diferentes processos, expressos como quocientes em relação ao 
tempo zero. 1) activação como a descrita na Fig. V.1; 2) activação como em 1 
mas realizada a 15°C; 3) activação em duas fases. Incubação em solução control 
seguida de incubação em solução II. Ambas as fases a pH 7.2. 4) activação com 
solução control nas três fases, usando solução control do lado da hemolinfa 
a pH 4 na segunda fase. Número de experiências na base das barras. 
Painel C: activação de correntes e condutâncias com os diferentes substratos. 
Os valores representados correspondem às médias (±EPM) das diferenças entre 
os valores medidos depois da activação e os valores no tempo zero. 0 número 
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ção completa, eles induzem um aumento de corrente a taxas dife-
rentes. A taxa de activação com citrato (0 .1 02±0 . 0041 min"1, n=9) 
é quase duas vezes a que se obtém com o succinato (0.056 ±0.0023 
min"1, n=9). É provável que estas taxas reflitam as velocidades 
a que os substratos entram nas células do epitélio. 
Com o objectivo de verificar se a corrente activada era ainda 
inibida pela iodocetamida, DNP e pelo Diamox efectuaram-se três 
tipos de experiências em que a activação pelo succinato foi pri-
meiramente induzida e em seguida adicionados os respectivos ini-
bidores a ambas as câmaras. Os efeitos obtidos podem ser vistos 
na Figura V.4. A iodocetamida provoca uma inibição muito rápida 
(em menos de dez minutos) e quase completa da corrente. 0 Diamox 
também inibe 80% da corrente em 30 minutos. Estes efeitos foram 
previamente descritos (Capítulo III) para correntes não activa-
das. 
3-Discussão 
Uma explicação possível para as flutuações sasonais da cor-
rente de curto-circuito e voltagem do EEM é que elas reflectem 
variações na capacidade dos sistemas de transporte responsáveis 
pela geração de corrente e potencial. Alternativamente elas podem 
resultar de mudanças na disponibilidade de substrato, nomeadamen-
te ATP. 
Há uma extensa literatura sobre o metabolismo dos moluscos 
(Hochachka, 1973; Zwaan, 1977) e as alterações metabólicas saso-
nais foram particularmente bem estudadas em Mytillus edullis 
(Zandee et ai., 1980). Para muitos moluscos e em particular para 
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Fig. V.3 - Curvas semilogarítmicas da corrente de curto-circuito em função do 
tempo durante a activação (fase 3). Os valores das correntes medidos a inter-
valos de cinco minutos foram divididos pelo valor obtido no inicio da fase 3. 
Para cada grupo de experiências, correspondendo ao mesmo substrato, foram 
calculadas as médias destes quocientes (y). 0 ln(1-y/y), onde y é o quociente 
médio em estado estacionário, foi representado em função do tempo em minutos. 
As taxas de activação (k em min-1) são dadas pelas inclinações das linhas. As 
taxas de activação ± EPM e o número de experiências por substrato são 
apresentados na tabela inserida. 
Fig. V.4 - Inibição da corrente de curto-circuito de mantos activados com 
succinato. Três grupos de EEM foram activados com succinato como o descrito 
na Fig. V.1. Nos tempos indicados pelas setas DNP (1 mM), diamox (1 mM) ou 
iodocetamida (1 mM), foram adicionados respectivamente a ambos os lados. Os 
valores apresentados são as médias dos quocientes entre as correntes no tempo 
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os que vivem em zonas intertidais as temperaturas mais elevadas 
na primavera e verão dão origem a uma maior actividade metabólica 
e a um crescimento do corpo e da concha quase linear com o tempo 
(Zandee et ai., 1980). Bivalves de água doce, tais como a A. 
cygnea, vivem na lama de pequenos lagos, lagoas e rios onde o 
arejamento é fraco e onde a disponibilidade de oxigénio pode ser 
reduzida. Tais condições de hipoxia podem resultar em taxas 
elevadas de produção de protões que dão origem a uma acumulação 
de alanina (Gade et ai., 1975). Um pH baixo e uma concentração 
maior de alanina inibe a piruvatocinase e activa a fosfoenolpiru-
vatocinase (Hochachka, 1973). 0 resultado final é uma acumulação 
de succinato seguida de uma acumulação de propionato e acetato 
(Gade et ai., 1975). 
A partir desta cadeia de acontecimentos será de esperar que 
os mantos tenham quantidades de succinato e de ácidos gordos 
voláteis mais elevadas no outono do que na primavera. É igualmen-
te de esperar que mantos com conteúdos mais elevados de succinato 
e de ácidos gordos voláteis gerarão taxas mais elevadas de ATP 
e por isso correntes maiores, quando montadas nas câmaras onde 
estão expostos a concentrações elevadas de oxigénio. 
Estas descrições são consistentes com as observações referi-
das previamente (Capítulo III). Neste Capítulo mostrámos que 
incubações com succinato provocam grandes aumentos na corrente 
de curto-circuito (Fig. V.1). Os efeitos de DNP e em particular 
de iodocetamida sugerem que a estimulação induzida da corrente 
é mediada por um aumento de ATP. Os efeitos de a-cetoglutarato, 
citrato, malato, e fumarato pode serem explicados do mesmo modo 
(Hochachka, 1973). 
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O p r o c e s s o d e a c t i v a ç ã o s ó f o i p o s s í v e l a p ó s um p e r í o d o c u r t o 
( q u i n z e m i n u t o s ) d e i n c u b a ç ã o d a p r e p a r a ç ã o com s u b s t r a t o a pH 
4 p a r a , p r e s u m e - s e , " c a r r e g a r " a s c é l u l a s com s u b s t r a t o . A p a r t i r 
d a í a p r e p a r a ç ã o g e r o u c o r r e n t e s m u i t o e l e v a d a s q u e s e m a n t i v e r a m 
d u r a n t e m u i t a s h o r a s , mesmo q u a n d o b a n h a d a p o r s o l u ç õ e s sem s u b s -
t r a t o . 
A a c t i v a ç ã o máx ima d a c o r r e n t e o b t i d a uma h o r a a p ó s a i n c u b a -
ç ã o com s u b s t r a t o ( s e g u n d a f a s e d o p r o c e s s o d e a c t i v a ç ã o ) f o i 
i d ê n t i c a p a r a o s c i n c o s u b s t r a t o s t e s t a d o s , mas a v e l o c i d a d e a 
q u e a c o r r e n t e a u m e n t o u l o g o a p ó s a i n c u b a ç ã o f o i m a i o r p a r a o s 
s u b s t r a t o s com pK as m a i s b a i x o s . E s t a o b s e r v a ç ã o s u g e r e q u e o s 
s u b s t r a t o s s ã o a b s o r v i d o s p r i n c i p a l m e n t e n a f o r m a d i s s o c i a d a . 
TABELA V . 1 . Relação e n t r e os pKas e os c o e f i c i e n t e s de p a r t i l h a o c t a n o l / á g u a 
dos s u b s t r a t o s e a ve loc idade de a c t i v a ç ã o da c o r r e n t e de c u r t o - c i r c u i t o . 
c o n s t a n t e 
de t axa 
S u b s t r a t o (min -1) pKa AH/AT P P . A H / A T 
Succinato 0.056 5.61 0.98 0.26 0.25 
Malato 0.062 3.4 0.80 0.055 0.044 
Fumarato 0.068 3.03 0.097 1.74(?) 0.17 
a-cetoglutarato 0.085 <2.9 <0.074 
Ci t ra to 0.102 3.14 0.121 0.019 0.0023 
pKas a p a r t i r de Weast e t ai. (1984). 
Coeficientes de pa r t i lha octanol/água (P) a p a r t i r de Leo et ai. (1971). 
Coeficiente de pa r t i lha do fumarato calculado a p a r t i r de d i e t i l e ter /água. 
Coeficiente de pa r t i lha também segundo Leo e t ai. (1971). 
Constantes de velocidade calculadas a p a r t i r da Fig. V.3. 
A c a p a c i d a d e de um s u b s t r a t o a t r a v e s s a r a membrana c e l u l a r , 
a um dado pH, p o r s i m p l e s d i f u s ã o é d e t e r m i n a d a , p e l o menos , p o r 
d o i s f a c t o r e s : o s eu pKa, dado que é de e s p e r a r que a s p e r m e a b i -
l i d a d e s à forma d i s s o c i a d a se j am m u i t o b a i x a s ; o s c o e f i c i e n t e s 
de p a r t i l h a d a s formas não d i s s o c i a d a s d e n t r o da membrana. A 
V - 8 
Tabela V.1 refere os valores das taxas de activação da corrente 
de curto-circuito durante a fase III do processo de activação 
juntamente com os valores dos pKas (terceira coluna) e o coefi-
ciente de partilha em octanol (quinta coluna). A quarta coluna 
refere as fracções das formas não dissociadas a pH 4 e na sexta 
coluna o produto dos coeficientes de partilha (P) pelas fracções 
das formas não dissociadas são apresentados. Pode-se ver que o 
succinato com o produto mais elevado (0.25) gera a velocidade 
mais baixa de activação (0.056 min-1) enquanto que o citrato, que 
produz a velocidade de activação mais elevada (0.102 min"1) cor-
responde ao produto mais baixo (0.0023). 
Esta análise sugere que a activação é devida à penetração 
da forma dissociada e dado que esta entrada ocorre a um pH baixo 
(pH 4) ela é provavelmente mediada por um co- transporte de 
protão-substrato acionado pelo gradiente de protões. 
0 processo de activação é altamente sensível à temperatura 
(Fig. V.2B). Apesar desta poder conduzir a um abrandamento do 
metabolismo celular, um efeito de temperatura sobre uma penetra-
ção mediada do substrato não é de excluir. 
A activação obtida com diferentes substratos foi muito acen-
tuada (cinco a dez vezes) implicando que os sistemas de transpor-
te responsáveis pela corrente estão abaixo da saturação. 
As flutuações sasonais na actividade de transporte do EEM 
devem reflectir-se nas taxas de crescimento da concha. A precipi-
tação de carbonato de cálcio, que é uma componente importante na 
formação da concha, implica uma libertação de protões para o com-
partimento extrapaleal e é bloqueda quando a concentração de pro-
tões neste compartimento aumenta como resultado, por exemplo, da 
V-9 
excreção de protões através da membrana apical do EEM. Isto 
sugere que, pelo menos em A. cygnea, o manto desempenha um papel 
regulador na formação da concha havendo uma taxa máxima de forma-
ção da concha na primavera e mínima no outono. 
4-Sumário 
4.1 - A pré-incubação do EEM de A. cygnea com uma solução 
contendo succinato a pH 4 durante 15 minutos induz uma estimula-
ção da corrente de curto-circuito de cerca de dez vezes. 
4.2 - A corrente foi inibida pelo DNP, iodocetamida e diamox. 
4.3 - Depois do período de incubação o succinato deixou de ser 
necessário para a manutenção da corrente durante muitas horas. 
4.4 - Estimulações idênticas foram obtidas com citrato, fumarato, 
a-cetoglutarato e malato. 
5.5 - A pré-incubação foi efectiva apenas quando realizada a pH 
baixo (pH 4) e a temperaturas acima de 1 5°C no lado da hemolinfa. 
4.6 - As correntes de curto-circuito mais elevadas, obtidas no 




INDUÇÃO DA CALCIFICAÇÃO DA CONCHA POR ACIDOSE 
A génese da concha tem sido objecto de muitos estudos, prin-
cipalmente em Helix pomatia (Manigault, 1933, 1939; Sioli, 1935; 
Wagge, 1951; Bierbauer, 1957; Abolins-Krogis, 1961a, 1961b; 
Saleuddin e Wilbur, 1969) e em Lymnea stagnalis (Kniprath, 1972; 
Geraerts, 1976a; Dogterom, et ai., 1979; Dogterom e Van der 
Schors, 1980; Dogterom e Jentjens, 1980). Realizaram-se alguns 
estudos idênticos em A. cygnea (Wilbur, 1964; Istin and Masoni, 
1973; Wilbur e Saleuddin, 1983). 
Como a concentração de cálcio no meio ambiente dos moluscos 
de água doce é muito baixa (Vaidya e Nagabhushanam, 1980) a cal-
cificação da concha faz-se directamente a partir dos depósitos 
de cálcio do animal. Estes depósitos podem ocorrer no hepatopân-
creas e no pé (Abolins-Krogis, 1961a; Becker et ai., 1974; Vaidya 
e Nagabhushanam, 1980), na glândula digestiva (Sioli, 1935; 
Wagge, 1951; Abolins-Krogis, 1961b), no rim (Sioli, 1935), e 
principalmente nas brânquias (Kado, 1960; Gupta, 1977) e no manto 
(Durning, 1957; Guardabassi e Piacenza, 1958; Tsujii, 1960; 
Abolins-Krogis, 1961b; Wilbur, 1964;) onde o cálcio pode ser 
armazenado em grânulos calcários. Estas formações resultam duma 
absorção contínua e lenta, durante quase todo ano, e podem 
desempenhar duas funções as quais parecem estar relacionadas com 
variações metabólicas (Richardot e Wautier, 1972). Dado que os 
moluscos têm um sistema circulatório aberto, a hemolinfa chega 
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a qualquer parte do corpo estabelecendo também contacto com o 
manto (Wilbur e Watabe, 1963). Deste modo, o cálcio libertado 
para a hemolinfa a partir de diferentes regiões pode estar 
facilmente disponível para a formação e reparação da concha 
(Vaidya e Nagabhushunam, 1980). Uma outra função destes grânulos 
calcários é a de funcionarem como depósitos de bicarbonato que 
podem ser usados como tampão quando ocorre uma acidose metabóli-
ca e/ou respiratória (Akberali et ai., 1977; Sminia et ai., 1977; 
Sparkes e Greenaway, 1984). 
Em A. cygnea o manto constitui uma estrutura orgânica impor-
tante no armazenamento e mobilização do cálcio durante a formação 
e reparação da concha. Contudo, os factores implicados nos meca-
nismos de calcificação através dos quais o cálcio é mobilizado 
em direcção à concha não são muito bem conhecidos. 
Por isso, decidimos estudar alguns aspectos morfofuncionais 
com o objectivo de esclarecer os factores primários que podem 
regular a mobilização dos grânulos calcários durante os processos 
de calcificação em A. cygnea. 
1-Materiais e Métodos 
A fim de perturbar o balanço ácido-base dos animais (A. cy-
gnea) , estes foram mantidos em duas condições: a pH 3 (ajustado 
com HC1) e a pH 11 (ajustado com NaOH) . Um terceiro grupo, de 
animais control, foi colocado em condições idênticas a pH 6.7. 
Em todas as situações o pH foi frequentemente controlado. Depois 
de doze dias todos os animais foram removidos dos seus respecti-
vos meios e procedeu-se â extracção da hemolinfa com seringas 
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Hamilton evitando o contacto com o ar pelo uso de parafina 
líquida. Nestas condições os valores de pH nas diferentes amos-
tras foram imediatamente medidos usando um aparelho de pH 
Radiometer com um eléctrodo de dimensões adequadas de modo a 
poderem usar-se amostras pequenas (2 ml). 
Depois da leitura de pH das amostras, os grânulos calcáreos 
aí existentes foram separados da fracção líquida da hemolinfa por 
centrifugação durante 10 minutos a 12 000 g. A concentração do 
cálcio e magnésio solúvel existente no supernadante foi medido 
com um espectrofotómetro de absorção atómica Pye Unicam SP9. 
A face interna das conchas em cada animal foi cuidadosamente 
observada e as películas recentemente formadas foram investiga-
das. Estas películas foram observadas com um microscópio electró-
nico de varrimento JEOL JSC-35C e feita a identificação por 
microanálise dispersiva do carbonato de cálcio nos fragmentos 
minerais formados sobre a película. Fez-se também uma observação 
histológica do epitélio extrapaleal extraído de mantos de animais 
submetidos a um meio ácido e comparou-se com o de animais em 
situação control. Para estes estudos utilizou-se a técnica topo-
gráfica de hemalúmen-eosina e a reacção citoquímica de Schiff 
em ácido periódico depois da digestão enzimática pela amilase. 
2-Resultados 
2.1 -Concentrações de cálcio e de magnésio e valores de pH na 
Hemolinfa 
As concentrações da cálcio e de magnésio e os valores de pH 
da hemolinfa nos três grupos de animais estão representados na 
Tabela VI.1. O pH da hemolinfa de animais control foi de 7.26 
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e tornou-se mais ácido (6.72) em animais colocados em água a pH 
3. A hemolinfa dos animais colocados em água a lca l ina de pH 11 
apenas mostrou uma l i g e i r a a l te ração para 7.33. 
A concentração de cá lc io aumentou s ignif icat ivamente em 
animais mantidos em meio ácido passando de um valor control de 
6.50 para 11.84 mM/1. A a l te ração do teor de cá lc io em animais 
mantidos em meio básico foi muito pequena. Não houve mudanças 
s i g n i f i c a t i v a s nas concentrações de magnésio. 
TABELA VI.1. Concentrações de cálcio e magnésio (mM) na hemolinfa e os 
respectivos valores de pH em várias situações experimentais. Os valores P 
correspondem ao erro de segundo grau das diferenças relativas a todos os 
parâmetros. 
Agua Ácido(pH3) Control(pH6.5) Alcalino(pH11) 
Número de 




















2.2-Aspectos u l t r a e s t r u t u r a i s da pe l í cu l a ca lc i f i cada 
Após doze d ias de tratamento, encontrou-se uma pe l í cu la 
recente apenas nos animais mantidos em meio ácido. A Figura VI.1 
mostra uma matriz orgânica sem qualquer tex tura aparente (super-
f í c i e l i s a ) e alguns c r i s t a i s com uma e s t ru tu ra em agulha fixos 
à matriz orgânica subjacente. Na Figura VI. 2 é possível ver 
muitos fragmentos, com cerca de 1.0 um de espessura e formas 
va r i áve i s , r e s u l t a n t e s da fragmentação da camada mineral previa-
mente e x i s t e n t e . Pode-se observar uma região r e s t r i t a onde os 
fragmentos ainda fixos têm uma superf íc ie l i s a (posição o r i g i -
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Fig. VI.1 - Película calcificada sobre a face interna da concha de um animal 
em acidose metabólica (pH 3 durante 12 dias). Matriz orgânica (MO); Agulhas 
cristalinas de carbonato de cálcio (AC). x8100. 
Fig. VI.2 - Fragmentos livres da camada calcária formados sobre a matriz 
orgânica (FL); Fragmentos fixos à matriz orgânica (*). x5400. 
Figs VI.3 e VI.4 - Ampliação dos fragmentos calcários. Face lisa (L); Face com 
cristais de cálcio em agulha (A). x30000; x36000. 
Fig. VI.5 - Microanálise por energia dispersiva mostrando a presença de 
carbonato de cálcio. Matriz orgânica (MO); Fragmento calcáreo (FC); Registo 
computorizado (R); local de leitura (LR). x16500. 
nal) . 
Os cristais em agulha, facilmente identificados numa das suas 
faces por ampliação dos fragmentos livres (Fig. VI. 3 e VI4), 
parecem ser um prolongamento dos cristais em agulha observados 
na Figura VI. 1 . A outra face é lisa e está em contacto com o 
manto (Fig. VI. 3 e VI.4). Estes fragmentos são formações de 
carbonato de cálcio como se provou por microanálise (Fig. VI. 5). 
Comparados com os animais control (meio a pH 6.7), os animais 
mantidos em meio ácido (pH 3) e básico (pH 11) têm, no manto, uma 
quantidade de grânulos de cálcio mais baixa e mais alta respecti-
vamente. Estas diferenças foram observadas ao microscópio ele-
ctrónico de varrimento. 
2.3-Aspectos morfológicos e citoquímicos do epitélio extrapa-
leal 
As observações ao microscópio óptico com a técnica topográfi-
ca de hemalúmen-eosina mostraram zonas de proliferação celular 
no epitélio extrapaleal de animais em água acidificada (Fig. 
VI.6). 
No mesmo epitélio observou-se uma reacção fortemente positiva 
ao reagente Schiff (Fig. VI.7). Este resultado traduz a existên-
cia de uma grande quantidade de glicogénio dado que ele se torna 
negativo quando a preparação é previamente submetida à digestão 
pela amilase (Fig. VI.7 e VI.7a). Observaram-se células mucosas 
que normalmente têm lugar na formação da matriz orgânica (Figs 
VI.7 e VI.8) 
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Fig. VI.1 - Película calcificada sobre a face interna da concha de um animal 
em acidose metabólica (pH 3 durante 12 dias). Matriz orgânica (MO); Agulhas 
cristalinas de carbonato de cálcio (AC). x8100. 
Fig. VI.2 - Fragmentos livres da camada calcária formados sobre a matriz 
orgânica (FL); Fragmentos fixos à matriz orgânica (*). x5400. 
Figs VI.3 e VI.4 - Ampliação dos fragmentos calcários. Face lisa (L); Face com 
cristais de cálcio em agulha (A). x30000; x36000. 
Fig. VI.5 - Microanálise por energia dispersiva mostrando a presença de 
carbonato de cálcio. Matriz orgânica (MO); Fragmento calcáreo (FC); Registo 
computorizado (R); local de leitura (LR). x16500. 

Fig. VI.6 - Proliferação celular no epitélio extrapaleal do manto (EEM), em 
situação de acidose, corado pelo hemalúmen-eosina e observada em microscopia 
óptica. Zonas de crescimento (Z). x1563. 
Figs vi.7 e VI.8 - Coloração pelo reagente Schiff e digestão do glicogénio 
pela amilase no EEM de um animal em acidose. Grandes quantidades de glicogénio 
(setas); células mucosas (CM); Áreas com o glicogénio digerido (*); células 
epiteliais típicas (CT). x1563. 

3-Discussão 
Para os moluscos em geral há várias referências sobre a 
função dos depósitos de CaC03 (da concha, da hemolinfa ou intra-
celular) no tamponamento do meio interno (Dugal, 1939; Istin e 
Girard, 1970; Burton, 1970, 1972, 1976; Akberali et ai., 1977; 
Sminia et ai., 1977; Sparkes and Greenway, 1984). 
Segundo Sminia et ai. (1977), quando há um balanço positivo 
de protões as variações do pH interno são tamponadas pela liber-
tação de bicarbonatos a partir de depósitos de CaC03 (Sminia et 
ai., 1977). Os depósitos de CaC03 estão em equilíbrio com o 
cálcio e o carbonato da hemolinfa e indirectamente com a concen-
tração de protões e de bicarbonatos. Um decréscimo de pH provoca 
a solubilização de CaC03 formando-se iões de HC03" e Ca2+ (Sminia 
et ai., 1977). Deste modo, um aumento da concentração de cálcio 
na hemolinfa é um indicador de acidose (Sminia et ai., 1977). O 
aumento da concentração de cálcio pode resultar de uma diminuição 
da concentração de bicarbonatos nas acidoses metabólicas. 
Os resultados agora obtidos por acidose metabólica em A. 
cygnea confirmam esta hipótese. Encontramos um pH apenas ligeira-
mente mais baixo, o dobro da concentração de cálcio solúvel na 
hemolinfa e uma clara redução de grânulos calcários no manto 
quando comparados com o control. Estas observações sugerem que 
o aumento da concentração de cálcio é devido, pelo menos em 
parte, à solubilização dos grânulos calcários originando um gra-
diente de cálcio através do EEM que é bastante permeável aos iões 
de cálcio (Kirschner et ai., 1960; Istin e Maetz 1964; Istin e 
Kirschner 1968; Capítulo III). O mecanismo de transporte de 
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cálcio tem sido considerado um processo difusional (Kirschner et 
ai., 1960; Istin e Maetz, 1964; Istin e Kirschner, 1968). Todos 
estes dados estão de acordo com a formação rápida duma película 
calcificada na face interna da concha. Contudo, alguns autores 
(Akberali et ai., 1977; Dugal, 1939) sugeriram que o CaC03, na 
acidose metabólica, é mobilizado da concha para a hemolinfa o que 
está em contradição com as presentes observações que indicam uma 
mobilização da hemolinfa para a concha. 
No entanto, numa análise geral, verifica-se que estudos indi-
cando a mobilização de CaC03 da concha para a hemolinfa, em aci-
dose, foram realizados em moluscos marinhos os quais têm depósi-
tos de cálcio consideravelmente mais baixos do que as espécies 
de água doce. 
Estes dados sugerem que existem diferenças importantes entre 
os moluscos marinhos e os de água doce, no que se refere aos 
mecanismos de mobilização de depósitos de CaC03 quando ocorre uma 
alteração do pH interno. 
Nos animais conservados em meio alcalino desenvolveu-se um 
grande aumento no número de grânulos calcários no manto sem 
mudanças significativas de pH e concentrações de cálcio e sem 
qualquer erosão na face interna da concha. Isto sugere que os 
depósitos de CaC03 em contacto com a hemolinfa aumentaram como 
resultado da retenção de mais HC03~ e da absorção contínua de 
cálcio a partir do meio externo (por exemplo, nas brânquias) 
(Kado, 1960; Gupta, 1977). Em condições experimentais, a alcalose 
é totalmente compensada por este mecanismo (aumento dos depósitos 
de CaC03) . Por outro lado, durante a acidose, os depósitos de 
CaC03 podem ser insuficientes para tamponar o meio interno. 
VI-7 
As concentrações de iões de Mg++ não se modificaram signifi-
cativamente nas três situações experimentais sugerindo que os 
sais deste ião quase não participam no tamponamento do pH. 
As observações em microscopia óptica permitiram-nos mostrar 
que em A. cygnea e durante a acidose apareceram zonas de prolife-
ração celular e uma grande quantidade de glicogénio no epitélio 
extrapaleal do manto. Estas características são típicas de estru-
turas em actividade de crescimento, visto ser possível observar 
idêntica proliferação celular no manto de animais em período de 
crescimento normal. 
Os períodos de crescimento e formação da concha estão limita-
dos principalmente aos meses de primavera e verão, ocorrendo a 
secreção, pelo manto, duma matriz orgânica com um aumento 
simultâneo do metabolismo e subsquente acidose (Zandee et ai., 
1980). 
0 ácido succínico forma-se muito provavelmente como o produto 
final de metabolismo (Akberali et ai., 1977). De accordo com 
Richardot e Wautier (1972) há uma boa correlação entre o metabo-
lismo e o volume dos grânulos calcários. Assim, durante o período 
de primavera e sobretudo durante o verão terá lugar a mobilização 
dos depósitos de CaC03. 
Deste modo, pode-se postular que durante o período normal de 
crescimento da concha de moluscos de água doce, o aumento do 
metabolismo dos animais e subsquente redução de pH são os princi-
pais factores que contribuem para a calcificação da concha. A 
mobilização dos depósitos de CaC03 em contacto com a hemolinfa 
conduzem a uma neutralização do pH. 
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4-Sumário 
4.1 - Na face interna da concha de animais mantidos em meio ácido 
formou-se uma película calcificada devido à intensa secrecção de 
matriz orgânica e à deposição de cálcio mobilizado a partir das 
reservas internas do manto. 
4.2 - Na hemolinfa observou-se, em relação ao control, um pH 
ligeiramente mais baixo, uma concentração de cálcio livre mais 
elevada e um número reduzido de grânulos calcários no manto. 
4.3 - Verificou-se uma intensa proliferação celular no EEM e uma 
grande quantidade de glicogénio nas suas células. 
4.4 - Nos animais mantidos em meio alcalino apenas se observou 
um grande aumento no número de grânulos calcários do manto. 
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CAPÍTULO VII 
BIOMINERALIZAÇÃO DA MATRIZ ORGÂNICA 
A biomineralização da matriz orgânica das conchas de moluscos 
foi recentemente objecto de vários estudos. Wilbur, o primeiro 
proponente da teoria de epitáxia, sugeriu gue a matriz tem uma 
importante função reguladora na formação da concha (Wilbur, 1976; 
1984; Wilbur e Simkiss, 1979). 0 crescimento dos cristais, condi-
cionado pela matriz estrutural subjacente, constitui um modelo 
básico de formação esguelética adoptado por muitos organismos 
(Lowenstam, 1971) e a análise da organização estrutural dos cons-
tituintes macromoleculares da matriz poderá vir a fornecer uma 
chave para o conhecimento da natureza do control de biominerali-
zação (Weiner, 1984). Segundo Degens (1976), Weiner (1979) e 
Weiner e Traub (1981) a matriz calcofílica compõe-se de duas 
unidades estruturais: uma proteína insolúvel (complexo guitino-
proteico) em forma de folha à gual se unem fracções ácidas solú-
veis (matriz mineralizante) com forte afinidade para os iões de 
cálcio. 
Estudos realizados por Beedham (1954) e por nós (Capítulo 2) 
revelaram a presença de guitina na matriz orgânica da concha de 
A. cygnea. Outros trabalhos nossos (Capítulos III, V, VI, VIII, 
IX) mostraram uma relação estreita entre a guitina e a componente 
mineral e evidenciaram mecanismos de transporte iónico através 
do epitélio extrapaleal gue podem condicionar grandemente o 
processo de calcificação. 
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Neste capítulo propomo-nos mostrar a afinidade entre a quiti-
na e os cristais de aragonite, na camada nacarada de A. cygnea, 
e estudar a evolução da forma cristalina correlacionando este fe-
nómeno com dados recentes sobre o metabolismo de cálcio. 
1-Materiais e Métodos 
Extraíram-se películas orgânicas da face interna da concha 
de vários animais (A. cygnea) e agruparam-se em camadas paralelas 
para análise por difracção de raio-X utilizando para leitura a 
técnica de Straumanis numa câmara Debye-Scherrer de 11.4 cm. Foi 
usado um gerador de energia PW 1130/00 operando a 40Kv e 20 mA 
(Rad. Cuka). Aplicou-se separadamente, durante 10-12 horas, um 
feixe de incidência paralela e um feixe de incidência perpendi-
cular à superfície de duas amostras. Realizou-se ainda uma análi-
se por incidência perpendicular com películas enroladas e subme-
tidas a um movimento de rotação. 
A camada nacarada da concha foi também analisada por difrac-
ção do raio-X utilizando a técnica do filme plano com um gerador 
Philips 1030 operando a 40Kv e 20mA (Rad. Cuka). A amostra foi 
irradiada por transmissão, durante 7-8 horas, com um feixe mono-
cromático após ter atravessado um colimador de 0.5mm de diâmetro. 
A face interna da região central da concha foi observada com 
um microscópio electrónico de varrimento JEOL JSM-35C a 25 Kv com 
o objectivo de analisar as formas cristalinas nas diferentes épo-
cas do ano. Os fragmentos da concha foram montados em pequenos 
suportes de alumínio com uma subcapa de prata condutora e cober-
tos por uma camada delgada de ouro. Estas observações foram 
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f e i t a s em v á r i o s meses do ano u t i l i z a n d o de c a d a vez c o n c h a s de 
t r ê s a n i m a i s . 
2 - R e s u l t a d o s 
Os d i a g r a m a s de r a i o - X o b t i d o s em câmaras B e b y e - S h e r r e r p o r 
i n c i d ê n c i a p e r p e n d i c u l a r e p a r a l e l a à s u p e r f í c i e de p e l í c u l a s 
o r g â n i c a s m i n e r a l i z a d a s ( F i g s V I I . 1 e V I I . 2 ) foram a n a l i z a d o s e 
s e u s r e s u l t a d o s a p r e s e n t a d o s r e s p e c t i v a m e n t e na T a b e l a s V I I . 1 e 
V I I . 2 . 
TABELA VII. 1. Representação de parâmetros das d is tâncias r e t i cu l a re s e respe-
ct ivos índices da a-qui t ina e da aragonite , em pel ículas frescas e mineraliza-
das, calculados a p a r t i r de parâmetros determinados por Carlstrõm (1957) e 
Rudall (1963). 0 feixe de incidência é perpendicular à superfície da amostra 
(Fig. 1). 
Linha dÂ hkl Observação 
1 10.70 010 a-quitina * 
2 5.50 013 a-quitina 
3 4.60 101 a-quitina 
4 4.30 1*10 aragonite+a-quitina 
5 3.80 103 quitina 
6 3.60 015 quitina 
7 3.42 111 aragonite 
8 3.28 021 aragonite 
9 3.00 002 aragonite 
10 2.72 '121,-012 aragonite 
11 2.50 200 aragonite 
12 2.40 031 aragonite 
13 2.34 112;130;022 aragonite 
14 2.20 211 aragonite 
15 . 2.12 220 aragonite 
16 1.98 221 aragonite 
17 1.88 041,-202 aragonite 
18 1 .82 132 aragonite 
19 1.75 141;113 aragonite 
20 1.56 311 aragonite 
21 1 .51 232;241 aragonite 
22 1 .48 321;151 aragonite 
23 1 .42 312 aragonite 
24 1 .24 400 aragonite 
* 0 diagrama de difracção do raio-X de pel ículas quit inosas é muito di ferente 
do diagrama de qui t ina pura. As reflexões de raio-X estão mal definidas, mas 
é possível def in i r os índices desta "quitina nativa" dentro dos l imi tes de 
correcção. 
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Estas tabelas mostram os parâmetros dos planos reticulares de 
dois compostos e os respectivos índices. A interpretação deste 
radiograma permite-nos identificar a a-quitina e a aragonite na 
película orgânica (matriz da concha). 0 diagrama de difracção de 
raio-X obtido por movimento de rotação da amostra (Fig. VII.3), 
mostra claramente a reflexão da unidade de quitinobiose com o 
período característico 10.3 A. A tabela relativa à Figura VII.3 
corresponde à sobreposição das Tabelas VII.1 e VII.2 acima refe-
ridas. O espectro de difracção de raio-X da camada nacarada, 
obtido em câmara plana, mostra cristais de aragonite com estrutu-
ra pseudohexagonal (Fig. VII.4 e Diag. 1). Observam-se ainda 
halos em direcção radial unindo as manchas que definem os vérti-
ces das formas hexagonais. Estas manchas resultam das reflexões 
de planos cristalográficos específicos de um monocristal de 
aragonite. As distâncias reticulares dos planos de reflexão e 
seus índices estão representados na Tabela VII.3. 
As imagens morfológicas da camada nacarada da concha observa-
das em grande ampliação com o microscópio electrónico de varri-
mento mostram que em todas as amostras o processo de calcificação 
ocorre simultaneamente em dois ou três níveis diferentes (Figs 
VII. 6-13). Cortes transversais da mesma camada revelam um grande 
número de lamelas calcárias, de 1 um de espessura, separadas por 
um espaço interlamelar muito estreito originado a partir da 
película orgânica (Fig. VII.5). A película orgânica quando 
presente sobre a camada calcária, reduz a qualidade de imagem 
(Figs VII.7-9) e pode ser nitidamente individualizada como uma 
estrutura definida (Fig. VII.9) ou como simples fragmentos (Figs 
VII.11 e VII.12). 
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Figs VII.1 e VII.2 - Espectro de difracção de raio-X efectuado numa câmara de 
Debye-Scherrer a partir de películas quitinosas mineralizadas, extraídas da 
face interna da concha. 0 feixe incidente é respectivamente perpendicular e 
paralelo às amostras. As distâncias reticulares e os seus índices estão repre-
sentados nas Tabelas VII.1 e VII.2. Banda de quitina (seta). 
Fig. VII.3 - Espectro de difracção de raio-X efectuado numa câmara de Debye-
Scherrer com películas quitinosas mineralizadas extraídas da face interna da 
concha. As películas foram submetidas a um movimento de rotação. Neste espe-
ctro a reflexão (10.3A) da unidade de quitinobiose é evidente. Banda de 
quitina (seta). 
Fig. VII.4 - Espectro de difracção de raio-X da camada nacarada da concha, com 
a técnica de camará plana, mostrando uma estrutura pseudohexagonal. As manchas 
resultam das reflexões de planos cristalográficos específicos dos monocristais 
de aragonite. As distâncias reticulares dos planos de reflexão estão represen-
tadas na Tabela VII.3. 
Fig. VII.5 - Observação dum corte transversal da camada nacarada da concha ao 
microscópio electrónico de varrimento. Lamelas calcárias (LC) . Espaço inter la-
melar (seta). x18.000. 
Fig. VII.6 - Superfície interna da camada nacarada mostrando cristais romboé-
dricos de aspecto um pouco irregular, durante o mês de Maio. x15.000. 
Fig. VII.7 - Superfície interna da camada nacarada mostrando cristais ainda 
romboédricos durante o mês de Junho. A imagem ligeiramente turva deve-se à 
presença de uma película orgânica sobre os cristais. x15.000. 
Fig. VII.8 - Superfície interna da camada nacarada mostrando cristais de 
formas irregulares durante Julho e Agosto. A imagem ligeiramente turva deve-
se à presença de uma película orgânica sobre os cristais. x15.000. 

Diagrama 1 
Diagrama 1 - Representação esquemática dos planos de reflexão realçando a 
simetria pseudohexagonal da aragonite quando se usa a técnica de camará plana 
no estudo da camada nacarada. 
TABELA VII .2. Representação de parâmetros das d i s tânc ias r e t i cu la res e 
respectivos índices da a-qui t ina e da aragonite , em pel ícu las frescas e 
mineralizadas, calculados a p a r t i r de parâmetros determinados por Carlstrõm 
(1957) e Rudall (1963). 0 feixe de incidência é para le lo à superfície da 
amostra (Fig. 1). 
Linha dÂ hkl Observação 
1 11.20 010 a-quitina * 
2 5.40 013 a-quitina 
3 4.30 110 aragonite+a-quitina 
4 3.46 015 a-quitina 
5 3.38 111 aragonite 
6 3.23 021 aragonite 
7 2.86 002 aragonite 
8 2.80 121 aragonite 
9 2.74 012 aragonite 
10 2.68 012 aragonite 
11 2.55 200 aragonite 
12 2.48 200 aragonite 
13 2.43 200 aragonite 
14 2.39 031 aragonite 
15 2.34 112 aragonite 
16 2.28 130;022 aragonite 
17 2.09 211;220 aragonite 
18 1.96 221 aragonite 
19 1.88 041;202 aragonite 
20 1.79 141;113 aragonite 
21 1.74 231 aragonite 
22 1 .70 222 aragonite 
23 1.39 312;330 aragonite 
24 1.35 114 aragonite 
25 1.23 400 aragonite 
26 1 .21 134;243;062 aragonite 
27 1.18 153;162;260 aragonite 
* Observações idênt icas às da Tabela 1. 
TABELAVII.3. Determinação das d is tâncias r e t i cu l a r e s segundo os planos de 
reflexão dos c r i s t a i s de aragonite da camada nacarada, calculados a p a r t i r de 
parâmetros standard para a aragonite . O feixe de incidência é perpendicular 
a superf íc ie da amostra (Fig. 4) . 
dÂ 4.14 2.50 2.10 1.48 1 .13 
hkl 110 200 220 330 -
R e l a t i v a m e n t e à m o r f o l o g i a dos c r i s t a i s de CaC03 na r e g i ã o 
c e n t r a l da c o n c h a , e n c o n t r a r a m - s e v á r i a s formas ao l o n g o do ano 
( F i g s V I I . 6 - 1 3 ) . As F i g u r a s V I I . 6 - 1 0 (Ma io -Se t embro ) mos t r a ram 
d e p o s i ç õ e s c a l c á r i a s com formas g e o m é t r i c a s g r a d u a l m e n t e i r r e g u -
V I I - 5 
Fig. VII.9 - Superfície interna da camada nacarada mostrando depósitos calcá-
rios de formas irregulares em Setembro e cobertos parcialmente por uma pelí-
cula orgânica (Po) muito espessa sobre a camada calcária. x5.000. 
Fig. VII. 10 - Ampliação da superfície interna da camada nacarada, não encober-
ta pela película, mostrando depósitos calcários com formas irregulares no mês 
de Setembro. Três camadas de calcificação distintas (1, 2, 3). x10.000. 
Fig. VII.11 - Observação da superfície interna da camada nacarada em Outubro 
e Novembro mostrando cristais romboédricos (CR) com formas muito regulares 
cobertos por fragmentos delgados de película orgânica (PO). Três camadas de 
calcificação distintas (1, 2, 3). x15.000. 
Fig. VII.12 - Observação da superfície interna da camada nacarada mostrando 
cristais de formas intermédia mas regulares em Dezembro (*) e cobertos por 
fragmentos delgados de película orgânica (PO). x15.000. 
Fig. VII. 13 - Observação da superfície interna da camada nacarada em Fevereiro 
mostrando cristais de formas regulares muito elaboradas. Os cristais hexago-
nais de aragonite (A) estão alinhados com o seu eixo a (a) aproximadamente 
paralelo. Pequenos cristais próximos da margem da face 001 (*). Três camadas 
de calcificação distintas (1, 2, 3). x10.000. 

lares cobertas por uma película espessa. Ao contrário, as Figuras 
VII. 11-13 (Outubro-Fevereiro) mostram cristais com formas geomé-
tricas gradualmente regulares. 0 aspecto hexagonal correspondente 
à forma geométrica mais complexa do cristal ocorre no inverno. 
Estes cristais são alongados segundo o eixo cristalográfico a e 
orientam-se com este eixo paralelamente uns aos outros e à 
superfície da concha (Fig. VII.13). O crescimento lateral dos 
cristais faz-se simultaneamnete em várias camadas e continua até 
se formar uma placa sólida. Podem-se observar pequenos cristais 
nas margens da face 001 de cristais subjacentes (Fig. VII.13). 
3-Discussão 
Vários estudos recentes referem as propriedades e as funções 
da matriz orgânica de estruturas calcificadas em organismos vivos 
(Watabe, 1965; Crenshaw, 1982; Krampitz et ai., 1983; Mann, 1983; 
Weiner et ai., 1983, Roer e Dillaman, 1984; Wilbur, 1984). Uma 
das funções da matriz é a de poder actuar como uma superfície 
activa dando início ao crescimento do cristal quer por epitáxia 
quer por ionotropia (Greenfield et ai., 1984; Weiner, 1984; 
Wheeler e Sikes, 1984; Wilbur, 1984). Através dos mecanismos de 
epitáxia e ionotropia a matriz regula a nucleação, a selecção po-
limórfica, a orientação do cristal, o crescimento do cristal, a 
direcção e/ou a inibição do crescimento do cristal (Lowenstam, 
1981; Greenfield et ai., 1984; Wheeler and Sikes, 1984; Wilbur, 
1984). 
A quitina foi recentemente descrita como um importante 
composto específico da matriz orgânica (Mann, 1988). Segundo 
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Poulicek et al., (1986), a quitina não parece estar directamente 
envolvida no processo de calcificação, mas alguns dados fisioló-
gicos e evolutivos sugerem uma interacção indirecta entre a 
quitina e o metabolismo de cálcio. Esta afinidade é de certo modo 
confirmada por resultados do Capítulo IX onde se prova que a 
inibição da secreção de quitina provoca uma grande alteração no 
aspecto morfológico das camadas internas desintegrando-as total-
mente. 
Os nossos resultados confirmam a presença de quitina devido 
à ocorrência de algumas reflexões típicas, para além da banda de 
reflexão 4.1-4.9A (100) já identificada (Capítulo II). Deste 
modo, o período de reflexão 10.2A (010) originado pela unidade 
de quitinobiose e as reflexões das distâncias reticulares (010), 
(013), (015), (135) correspondem ao espectro característico de 
a-quitina (ortorrômbico). Estes resultados foram obtidos a partir 
dos parâmetros indicados por Carlstrõm (1957) e Rudall (1963). 
A existência no radiograma de uma banda larga e mal definida, 
correspondente à reflexão da quitina, sugere uma associação com 
outro composto. A associação a uma proteína será mais provável 
dado ser vulgar ocorrer em conchas de moluscos e cutículas de 
insectos e crustáceos (Roer and Dillaman, 1984; Rudall, 1963; 
Poulicek et ai., 1986). 
Observações da face interna da concha ao microscópio electró-
nico de varrimento mostraram claramente cristais com hábito hexa-
gonal, paralelamente orientados segundo o eixo-a e crescendo 
simultaneamente em dois ou três planos distintos. O Lauegrama da 
camada nacarada revela que estes cristais são de aragonite devido 
às reflexões: 4.14A (110); 2.50A (200); 2.10 (220) e 1.40A (330). 
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Há também evidência duma estrutura monocristalina pseudohexagonal 
resultante da associação ocasional de cristais de aragonite. 
Observaram-se ainda halos agrupando radialmente manchas que 
constituem os vértices dos hexágonos. Isto ocorre devido à compo-
nente da radiação branca, presente no feixe incidente, ser refle-
ctida por cristais deformados (asterismo). 
A relação indirecta entre a quitina e a aragonite indicada 
por Poulicek et ai., (1986) é aqui confirmada em parte pela 
estrutura ortorrômbica da cc-quitina e aragonite de razoável 
estabilidade (polimorfismo paralelo) e pela mesma distância reti-
cular dos planos {110}. A textura lamelar destes compostos, que 
reflecte o fraco crescimento segundo a direcção de menor força 
de coesão [001], traduz também um sinal desta relação (Fraenkel 
e Rudall, 1940; 1947). Os dados apresentados não demonstram a 
simetria pseudohexagonal da quitina, contudo, a rotação em 
espiral entre as fibras de quitina, sugerido por Mutvei (1974) 
e Roer e Dillaman (1984), leva a admitir que pode induzir a 
simetria pseudohexagonal da aragonite. 
Embora a cristalização do CaC03 na estrutura da aragonite, 
possa ser regulada por propriedades intrínsicas da matriz 
orgânica a forma externa do cristal pode ser influenciada por 
alguns factores exógenos (Mutvei, 1969; Wada, 1970; Blackwell et 
ai., 1977) alguns dos quais foram por nós identificados (Capítu-
los III, IV, VIII) podendo ser correlacionados com a variabili-
dade observada nas formas cristalinas e assim sugerir que se está 
em presença de um mecanismo de control. Tal como descreveu no 
Capítulo IV, a barreira apical do epitélio extrapaleal excreta 
protões para o lado da concha regulando o pH do líquido extrapa-
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leal. Esta extrusão é mais intensa durante o período de Outubro-
Dezembro. Assim, a partir de Outubro o líquido extrapaleal apre-
senta um aumento da concentração de protões os quais reduzem a 
concentração de bicarbonatos. Por outro lado, um decréscimo no 
gradiente de cálcio através do EEM, durante este período (Capítu-
lo VI) resulta numa diminuição dos movimentos de cálcio em direc-
ção ao líquido extrapaleal. Haverá então uma deposição de CaC03 
muito lenta na camada interna da concha, o que torna possível o 
aparecimento de formas geométricas mais ou menos regulares e 
complexas. É no inverno que surgem cristais sob a forma de hábi-
tos hexagonais (forma mais elaborada). Embora a taxa de extrusão 
de protões esteja reduzida no inverno (Capítulo III) a tempera-
tura e a mobilização de cálcio são menores (Capítulo VI) favore-
cendo assim uma deposição de CaC03 mais lenta. Ao contrário, 
formas geométricas cada vez mais irregulares surgem a partir da 
primavera devido a um aumento gradual do gradiente de cálcio 
através do EMM (Capítulo VI) a uma extrusão de protões baixa e 
a temperaturas mais elevadas induzindo uma deposição rápida de 
CaC03. Esta alteração cíclica da taxa de calcificação também foi 
observada por Poulicek (1986) e Zandee et ai. (1980) e constitui 
um fenómeno paralelo às flutuações sazonais de substratos energé-
ticos no EEM proposto Capítulo V. De acordo com o descrito no 
Capítulo III parece razoável admitir que a variedade de formas 
cristalinas resulte principalmente de um balanço entre a mobili-
zação de cálcio (subsequentemente de HCO-3) e a secreção de 
protões através do EEM em direcção ao líquido extrapaleal indu-
zindo quer uma cristalização lenta (formas regulares) quer uma 
cristalização rápida (formas irregulares). 
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As nossas observações com o microscópio electrónico de 
varrimento demonstram também que o ciclo de formação da concha 
durante o ano compreende um grande número de períodos de calcifi-
cação. Isto é evidente se compararmos a idade da concha (em anos) 
com o número de lamelas calcárias presentes na camada nacarada. 
Esta deposição sucessiva de várias lamelas calcárias ao longo de 
um ano indica uma actividade metabólica intensa e alternada 
(orgânica e mineral) no manto de A. cygnea. 
4-Sumário 
4.1 - A análise por difracção de raio-X da camada nacarada da 
concha de A. cygnea, revelou cristais de aragonite (com simetria 
pseudohexagonal) e de a-quitina formando dois componentes impor-
tantes no processo de calcificação. 
4.2 - A estrutura ortorrômbica destes compostos com tendência 
para uma forma mais estável, a idêntica distância reticular dos 
planos {110}, e a textura lamelar destes dois compostos sugerem 
uma forte afinidade entre eles. 
4.3 - Nas observações ao microscópio electrónico de varrimento 
da superfície interna da concha encontraram-se cristais de CaC03 
com formas geométricas que variam ao longo do ano. As formas mais 
irregulares ocorreram na primavera e verão e as mais regulares 
no outono e inverno. 
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4.4 - A variedade de formas dos cristais poderá depender do 
balanço entre os iões de cálcio e de hidrogénio no líquido 
extrapaleal ao longo do ano. 
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CAPÍTULO VIII 
ESPESSAMENTO DA CONCHA PELO TBTO (POLUENTE) 
Alguns compostos organoestanhosos, como por exemplo o óxido 
de tributil de estanho (TBTO) e o fluoreto de tributil de estanho 
(TBTF), têm sido recentemente usados como biocidas contra algas 
marinhas (Zuckerman et ai., 1978; Alzieu et ai., 1980, 1982). 
Os compostos de tributil de estanho estão presentes na água 
e nos sedimentos sendo a sua principal fonte as tintas aplicadas 
em pequenos barcos e embarcações de recreio afim de evitar a 
fixação das algas (Alzieu et ai. , 1980, 1982; Maguire et ai., 
1982; Maguire, 1984) e o crescimento anual no seu uso faz aumen-
tar a possibilidade de poluição do ambiente (Maguire et ai., 
1984). Tem-se verificado que, a presença de concentrações eleva-
das de pequenas partículas na água pode constituir um factor 
responsável por alguma malformação da concha de moluscos (Key et 
ai., 1976; Alzieu, 1981; Alzieu et ai., 1982; Waldock and Thain, 
1983, 1986). 
Considera-se, deste modo, de algum interesse a avaliação dos 
efeitos de TBTO na forma da concha e a correlação dessas observa-
ções com o comportamento electrofisiológico do EEM de Anodonta 
cygnea. 
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1-Material e Métodos 
O local de colheita dos animais (A. cygnea) e as técnicas 
da sua conservação no laboratório, do isolamento do EEM e o seu 
estudo electrofisiológico foram já descritos anteriormente (Capí-
tulo III) . 
Um grupo de 8 animais foi tratado em tanques experimentais 
(10 litros) a que se adicionaram 80 ul da solução stock de óxido 
de tributil de estanho (TBTO). A concentração final estimada, de 
TBTO, cerca de 0.2 ug/l, foi calculada a partir da densidade da 
solução stock e da solubilidade na água. Um outro grupo de 8 
animais foi conservado em situação control. A água foi continua-
mente arejada nos dois grupos. Oito dias após o início da expe-
riência a face interna das conchas foi observada. Películas 
recentes foram removidas das conchas dos animais sujeitos ao 
tratamento com TBTO e analizadas ao microscópio electrónico de 
varrimento JEOL JSM-35. O carbonato de cálcio foi identificado 
nos fragmentos formados sobre a película pela microanálise de 
energia dispersiva. 
Nos estudos electrofisiológicos, depois de um período de 
control, pequenas quantidades de TBTO foram adicionadas separada-
mente no lado da hemolinfa e no lado da concha até atingir uma 
concentração final de cerca de 10nM. 
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2-Resultados 
Todos os animais tratados "in vivo" com TBTO apresentavam, 
no final do período experimental, uma película consistente 
resultante da segregação de matrix orgânica sobre a superfície 
interna da concha. 
Quando se observaram as películas ao microscópio electróni-
co de varrimento, encontraram-se depósitos de material inorgânico 
sobre a matriz orgânica (Fig. VIII.1 e VIII.2) que se identifica-
ram como sendo fragmentos calcários pela microanálise de energia 
dispersiva. As películas não tinham qualquer tipo de textura 
aparente. Os cristais calcários não apresentavam qualquer forma 
típica e constituíam grupos isolados, dispersos com regularidade 
sobre a matriz orgânica. Comparativamente apenas um dos animais 
de control apresentava uma película frágil e sem quaisquer depó-
sitos calcários. 
Nos estudos electrof isiológicos observou-se uma quebra rápida 
de 81% (±.02) na corrente de curto-cicuito quando o TBTO foi 
adicionado no lado da concha (Fig. VIII.3). Obtiveram-se inibi-
ções menores de corrente quando quantidades mais baixas de TBTO 
foram usadas. A condutância transepitelial diminuiu 36% (±.02) 
no primeiro caso (Fig. 3). Quando o TBTO foi adicionado no lado 
da hemolinfa ocorreu um efeito muito lento caindo a corrente de 
6% (±.03) depois de trinta minutos. Neste caso, a condutância 
transepitelial não variou. 
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Fig. VIII.1 - Matriz orgânica (MO) segregada sobre a face interna da concha 
de um animal em tratamento com TBTO. Grupo de fragmentos calcáreos (FC) 
formado sobre a matriz orgânica; Faces lisas (*) e rugosas (setas) dos 
fragmentos calcários. x9.000. 
Fig. VIII.2 - Ampliação dos fragmentos calcários. Fragmentos porosos (P) e 
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Fig. VIII.3 ­ Efeito do TBTO observado no EEM, separadamente do lado da 
hemolinfa e do lado da concha. A) Foi estudado o efeito inibidor sobre a 
corrente de curto­circuito do lado da hemolinfa (triângulos) e do lado da 
concha (círculos) em sete e doze preparações respectivamente. Os valores 
representados são a média dos quocientes entre os valores medidos no tempo t 
e os do tempo zero. B) Os valores control e experimentais da condutância 
representados no cimo de cada barra, são a média dos rácios H: inibidor 
adicionado do lado da hemolinfa, em sete preparações (7). 
S: inibidor adicionado do lado da concha, em doze preparações (12). 
3-Discussão 
Em experiências de bioacumulação ensaiadas em mexilhões mari-
nhos, Mytilus edulis, quando se dissolveu o óxido de tributil 
de estanho (TBTO) na água ou se associou ao fitoplâncton Isochry-
sis galbana, observou-se a ocurrência de uma absorção rápida 
(Laughlin et ai., 1986). Houve uma nítida acumulação em alguns 
tecidos: vísceras, brânquias, manto e músculo. Este produto ou 
outros compostos semelhantes, quando acumulados nos tecidos, 
podem induzir uma deformidade na concha que se caracteriza por 
um espessamento das valvas (Galtsoff, 1969; Key et ai., 1976; 
Alzieu et ai., 1980; Alzieu, 1981; Alzieu et ai., 1982; Waldock 
and Thain 1983, 1986). 
As nossas observações na concha de A. cygnea mostraram que 
há uma segregação intensa de matriz orgânica (película) sobre 
toda a face interna da concha quando se realizam tratamentos com 
baixa concentração de TBTO (0.2 ug/1). Esta película apresentava 
alguns depósitos calcários. Nestas condições, todos os animais 
evidenciaram idênticas características indicando que este biocida 
pode ser um forte indutor de espessamento das valvas. 
Por outro lado os estudos de electrofisiologia provaram que 
o TBTO tem um efeito inibidor rápido sobre a corrente de curto-
circuito quando actua do lado da concha. Este efeito do TBTO 
mostra que esta barreira (apical) é fortemente electrogénica. Tal 
como se descreve no Capítulo III e IV há uma extrusão, a taxas 
idênticas, de ácido através da membrana apical do EEM em direcção 
à concha e de base através da membrana basal em direcção à hemo-
linfa. Deste modo, a diminuição da extrusão de ácido pelo TBTO 
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para o lado da concha pode constituir um importante factor para 
induzir a deposição de CaC03 causando assim o espessamento da 
concha. Simultaneamente, o decréscimo esperado da extrusão de 
base para o lado da hemolinfa, produzirá uma maior libertação de 
HC03" e Ca++ a partir das micropérolas do manto (Capítulo VI) os 
quais difundem através do EEM, muito permeável a estes iões 
(Capítulo III). Os dados, acima descritos, sugerem que os 
depósitos de CaC03 na concha de A. cygnea, provocados pelo TBTO 
"in vivo", resultam duma inibição do transporte de protões em 
direcção á concha e duma maior mobilização de cálcio a partir das 
reservas na hemolinfa. 
4-Sumário 
4.1 - 0 tratamento com baixas concentrações de TBTO (0.2 ug/1) 
provocou, "in vivo" e ao fim de oito dias, a segregação duma 
matriz orgânica calcificada sobre a face interna da concha de A. 
cygnea. 
4.2 - Estudos electrofisiológicos realizados no epitélio extrapa-
leal do manto (EEM) mostraram que a corrente de curto-circuito 
foi fortemente inibida pelo TBTO ao actuar do lado da concha. 
Pelo contrário, do lado da hemolinfa o efeito é muito lento. 
4.3 - 0 efeito do TBTO sobre os mecanismos de transporte de 
protões e/ou de bicarbonatos através do EEM pode constituir um 




DESORGANIZAÇÃO DA MATRIZ ORGÂNICA PELO DIFLUBENZURON 
(POLUENTE) 
O insecticida diflubenzuron [1 -(4-clorofenil)3-(2,6-difluo-
robenzoíl)ureia, actua como inibidor do processo de deposição 
cuticular em larvas de insectos (Mulder e Gijswijt, 1973). Este 
e outros productos quimícos semelhantes interferem na síntese da 
quitina, necessária à formação do exosqueleto nos insectos, 
tornando a cutícula de tal modo deficiente que se torna mecani-
camente frágil durante a muda (Post et ai., 1974; Hunter e 
Vincent, 1974; Marks e Sowa, 1976; Clarke et al., 1977; Van Eck, 
1979). 0 diflubenzuron têm sido proposto como uma potencial 
alternativa aos insecticidas mais persistentes (Schaefer e 
Dupras, 1976) podendo eventualmente ser usado tanto em meios 
terrestres como aquáticos (Julin e Sanders, 1978). A sua persis-
tência embora limitada, devido à hidrólise e à absorção pelas 
matérias orgânicas (Schaefer e Dupras, 1976) causou, contudo, 
efeitos letais e subletais em grupos para os quais não se desti-
nava, como por exemplo os crustáceos (Miura e Takahashi, 1974; 
Cunningham, 1976; Christiansen et al., 1978; Costlow, 1979; Gulka 
et al., 1980; Cunnigham et al., 1985; Cunningham e Myers, 1987; 
Weis et al., 1987; Weis e Ma, 1987). Os crustáceos larvares e 
adultos apresentavam deformações e uma alta mortalidade a concen-
trações de 0.5 ug/1 e 100-200 ug/1 respectivamente (Nimmo et ai., 
1980; Cunnigham, 1976; Cardinal et ai,. 1979) que aparentemente 
se deveram à incapacidade de ultrapassarem a fase de muda. 
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O diflubenzuron poder ser activo num outro grupo de animais 
aquáticos, os moluscos, que, segundo Mann (1988), apresentam uma 
matriz quitinosa na camada lamelar da concha. Segundo Beedham 
(1954) e de acordo com o Capítulo II verifica-se que a quitina 
é realmente uma componente da matriz da concha de A. cygnea. 
Neste capítulo examinaremos os efeitos de diflubenzuron neste 
molusco de água doce. As lagoas, onde estes animais bênticos se 
encontram, podem eventualmente ser contaminadas por diflubenzu-
ron, lançado sobre os campos de cultura vizinhos. 0 objectivo 
deste capítulo será o de avaliar os efeitos de toxicidade directa 
e de observar as alterações na formação da concha de A. cygnea 
quando submetida à acção de diflubenzuron. 
1-Materiais e métodos 
Utilizou-se o diflubenzuron (Dimilin PH 60-40) com a concen-
tração original de 95% e sob a forma de pó solúvel (25%) forneci-
do pela Philips-Duphar. Não foi utilizado qualquer solvente orgâ-
nico sendo directamente adicionado na água. 
Realizou-se uma experiência preliminar com oito animais num 
aquário a que adicionou gradualmente diflubenzuron (1, 5, 50 e 
de 150 mg/l) durante um mês (uma semana para cada concentração) 
a fim de se testar a existência de alguns efeitos toxicológicos 
que pudessem ser directamente visíveis a estes níveis. Como os 
animais toleraram o diflubenzuron, iniciou-se então um período 
experimental. Um grupo de 8 animais foi tratado em tanques onde 
o diflubenzuron foi previamente suspenso, com agitação, em 10 1 
de água a uma concentração de 200 mg/l. Um outro grupo de 8 
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animais foi conservado em água sem diflubenzuron, como control. 
Tanto nas condições experimentais como de control a água foi 
arejada à temperatura de cerca de 1 9°C e a um pH 6.5-7. Como 
única fonte de alimentação para estes animais utilizaram-se cerca 
de 200 g de sedimento, removido do meio natural, antes da suspen-
são de diflubenzuron. As experiências principiaram nos finais do 
mês de Julho mantendo-se sempre todas as condições iniciais, 
apenas agitando diariamente a água e os sedimentos. Este período 
foi escolhido, porque corresponde ao período de formação da 
concha e consequentemente ao período de segregação da matriz 
orgânica. 
Após de três meses (Novembro) de tratamento com diflubenzu-
ron fixaram-se fragmentos do epitélio extrapaleal em reagente 
Bouin para microscopia óptica. Após parafinação dos fragmentos 
efectuaram-se cortes e coraram-se pelo reagente Schiff em ácido 
periódico (Gabe, 1968). Realizou-se também a hidrólise enzimáti-
ca do glicogénio pela amilase salivar (Gabe, 1968) noutros 
cortes, antes da coloração pelo reagente Schiff. 
Os estudos morfológicos foram concluídos através da observa-
ção da face interna da concha com um microscópio electrónico de 
varrimento JEOL JSM-35C operado a 25 Kv. Os fragmentos foram mon-
tados em suportes de alumínio com uma pintura de prata condutora 
cobrindo-se posteriormente com uma camada delgada de ouro. 
Os estudos morfológicos e citoquímicos foram sempre realiza-
dos em animais experimentais e de control. 
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2-Resultados 
Não houve mortalidade nos animais tratados com diflubenzu-
ron, quer nas experiências preliminares com uma concentração 
("nominal") gradual de 1-150 mg/l quer em experiências efectivas 
com a concentração ("nominal") de 200 mg/l. Os animais tinham 
aparência normal em ambas as situações. Um dos sinais mais 
significativos correspondia à força com que uniam as valvas 
quando eram perturbados. 
As observações citoquímicas das células secretoras do EEM, 
de animais mantidos em meio com a concentração "nominal" de 200 
mg/l, mostraram uma reacção claramente positiva ao reagente 
Schiff. Esta reacção foi ainda positiva mesmo depois de ser sub-
metida à hidrólise enzimática pela amilase (Fig. IX.1). Obtive-
ram-se resultados idênticos em animais de control. 
Os estudos morfológicos mostraram que a face interna das 
conchas de animais control era formada por uma superfície calcá-
ria com três camadas de cristalização simultânea sendo a camada 
mais profunda, de aspecto compacto, totalmente completa (Figs 
IX. 2 e IX. 3). Pelo contrário, a face interna das conchas de 
animais tratados com diflubenzuron na concentração "nominal" de 
200 mg/l apresentava uma superfície com um número maior de 
camadas de cristalização (mais do que três) formando uma estrutu-
ra muito desintegrada (Figs IX.4-6). 
Este aspecto típico de desagregação resulta da ausência de 
fusão entre os vários cristais em crescimento. Em algumas áreas, 
a calcificação não se chegou mesmo a processar criando grandes 
interrupções ("buracos") na camada calcárea (Fig. IX.4). As su-
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Fig. IX.1 - Coloração pelo reagente Schiff depois da digestão do glicogénio 
pela amilase no EEM de um animal tratado com diflubenzuron. Células secretoras 
(CS); Células epiteliais típicas (CT). x625. 
Fig. IX.2 - Face interna da concha de um animal control com as suas três 
camadas normais, ao microscópio electrónico de varrimento. Primeira camada 
(P); Segunda camada (S); Terceira camada (T). x2.500. 
Fig. IX.3 - Ampliação das três camadas normais de calcificação. Primeira 
camada (P); Segunda camada (S); Terceira camada (T). x15.000. 

Figs IX.4, IX.5 e IX.6 - A face interna da concha de um animal tratado com 
diflubenzuron durante três meses. 4) Existência de mais de três camadas 
formando "buracos" (B) em algumas zonas. 5) e 6). Ampliações da região B onde 
se observam cristais calcários muito desagregados. x2.150; x9.000; x9.000. 
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perfícies calcárias dos animais control e dos tratados com diflu-
benzuron apresentavam cristais de CaC03 com formas irregulares 
(Figs IX.2-6). 
3-Discussão 
A exposição ao diflubenzuron causa profundas alterações na 
estruturas cuticulares daí resultando uma cutícula tão frágil que 
se rompe durante a muda nos insectos e nos crustáceos (Mulder e 
Gijswijt, 1973; Miura e Takahashi, 1974; Cunningham, 1976; Gulka 
et ai., 1980; Cunnigham et ai., 1985; Cunningham e Myers, 1987; 
Weis et ai., 1987; Weis e Ma, 1987). Segundo Post et ai., (1974), 
o DU 19111 [1-(2,6-diclorobenzoíl)-3-(3,4-diclorofenil)-ureia] 
inibe a síntese de quitina cuticular. Estes autores demonstraram 
que a união de unidades de N-acetilglucosamina para a formação 
de cadeias de quitina se rompe. O resultado final é a acumulação 
de quantidades relativamente grandes de N-acetilglucosamina. 
0 diflubenzuron (Dimilin, PH 60-40) produz idêntica altera-
ção na síntese de quitina na cutícula de insectos (Post et ai., 
1974; Hunter e Vincent, 1974 e Clarke et ai., 1977). Post et ai., 
(1974) referiram que não ocorre nenhuma acumulação virtual de 
N-acetilglucosamina, mas que outros metabolitos não identifica-
dos se poderão formar. Embora dependendo de futura confirmação, 
estes resultados sugerem que o diflubenzuron afectará a reacção 
de policondensação durante a formação da quitina bloqueando 
provavelmente a quitina sintetase por completo (Post et ai., 
1974). 
As presentes observações morfológicas ao microscópio electró-
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nico de varrimento mostraram diferenças nítidas entre as conchas 
de animais tratados com diflubenzuron e de animais control rela-
tivamente à formação da camada lamelar. Com efeito, as conchas 
de animais control apresentavam normalmente três planos de calci-
ficação sendo a camada mais profunda totalmente compacta. Ao 
contrário, a superfície calcária de animais em situação experi-
mental apresentavam um aspecto alterado com numerosos cristais 
calcários desligados tanto em extensão como em profundidade ori-
ginando várias camadas de calcificação pouco coesas. Em determi-
nadas zonas esta separação dos cristais calcários é acentuada 
formando como que "buracos". 
0 aspecto de calcificação desagregada verificada na situação 
experimental sugere que as reacções de policondensação para a 
formação da quitina, normalmente presente na matriz orgânica da 
concha de A. cygnea (Beedham, 1954; Capítulo II) foram afectadas 
pelo diflubenzuron. Os resultados obtidos nas condições experi-
mentais são portanto explicáveis, uma vez que a matriz orgânica 
é iniciadora e reguladora dos processos de cristalização (Wil-
bur, 1976, 1984; Wilbur e Simkiss, 1979; Crenshaw, 1982; Kram-
pitz et al., 1983; Mann, 1983; Weiner et al., 1983; Greenfield 
et al., 1984 e Wheeler e Sikes, 1984). Se esta matriz quitinosa 
reguladora modifica a sua textura devido à actuação de difluben-
zuron, isto causará uma desorganização na estrutura das camadas 
calcáreas ainda que a nucleação e o crescimento do cristal possam 
ocorrer. A redução no comprimento das cadeias de quitina e/ou a 
reducção na coesão lateral entre elas, sugerido por Clarke et ai. 
(1977) para a cutícula dos insectos, podem aqui também serem fac-
tores preponderantes na desorganização da estrutura calcária. 
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Os resultados citoquímicos obtidos indicam que, pelo menos, 
um composto muito semelhante à quitina possa ser sintetizado nas 
células secretoras do EEM de animais tratados com diflubenzuron. 
Com efeito, a coloração positiva pelo reagente Schiff e a reacção 
negativa à digestão pela amilase são idênticas às descritas no 
Capítulo II. Contudo, os resultados morfológicos obtidos indicam 
que esse composto quitinoso se apresenta muito provavelmente numa 
forma instável e não polimerizada (monómeros). 
A ausência de mortalidade e a presença de um comportamento 
aparentemente normal, por parte de todos os animais tratados com 
o produto, são bons indícios de que diflubenzuron não é muito 
tóxico para estes animais, pelo menos à concentração máxima 
"nominal" de 200 mg/l. Sé tivermos em conta que este molusco de 
água doce é um animal bêntico e que o diflubenzuron tende a 
aderir ao sedimento e acumular mais rapidamente após a sua 
alimentação, poder-se-á dizer que esta espécie é muito tolerante 
ao diflubenzuron. Isto torna-se mais evidente se compararmos as 
concentrações de 100-200 ug/1, usadas em crustáceos adultos 
(Cunningham, 1976; Cardinal, et ai., 1979; Gulka et ai., 1980), 
com as concentrações usadas nesta experiência. Contudo, uma 
exposição mais persistente (durante vários períodos de calcifica-
ção) ao diflubenzuron poderá eventualmente tornar a concha frágil 
e quebradiça. Isto causará uma grande incapacidade de inserção 
e ligação dos músculos adutores e outras regiões do organismo à 
concha, conduzindo a uma completa desprotecção do animal. 
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4-Sumário 
4.1 - Em animais tratados com diflubenzuron, colorações positivas 
pelo reagente Schiff e reacções negativas à hidrólise enzimática 
pela amilase no EEM mostram células secretoras de um composto 
quitinoso. 
4.2 - Estudos morfológicas da superfície interna da concha reve-
lam que o processo de calcificação está claramente alterado 
sugerindo que a secreção deste composto ocorre sob a forma não 
polimerizada. 
4.3 - Estas observações parecem indicar na generalidade que se 
trata apenas de monómeros de quitina. 
4.4 - Não se verificou qualquer efeito tóxico directo por parte 




1 - 0 manto de A. cygnea é um folheto que reveste a parte interna 
da concha circunscrevendo uma cavidade em torno do corpo do 
animal e é constituido por dois epitélios simples ligados entre 
si por um tecido conjuntivo onde se encontram grânulos calcários 
de pequenas dimensões (cerca de 1 um). 0 epitélio que reveste a 
face interna da concha (EEM) é constituido por células colunares 
de dois tipos: um secretor de quitina e outro mais numeroso que 
liberta grande quantidade de pequenas vesículas para a cavidade 
extrapaleal. 0 epitélio que reveste a cavidade intrapaleal tem 
dois tipos de células achatadas: um tipo secretor de mucopolissa-
carídeos sulfatados pouco ácidos com proteoglicanos e outro 
secretor de uma associação destes com um mucopolissacarídeo 
neutro. Existe um terceiro tipo de células, indiferenciadas, de 
forma colunar. As secreções do epitélio extrapaleal estarão muito 
provavelmente relacionadas com a produção da concha enquanto que 
as do epitélio intrapaleal talvez regulem as trocas de água e de 
solutos com o meio externo. 
2 - 0 epitélio externo do manto gera "in situ" um potencial 
transepitelial que também pode ser observado quando isolado e 
montado "in vitro" (em câmaras de tipo Ussing). Nestas condições 
experimentais o potencial transepitelial pode atingir valores de 
40 mv (lado da concha mais positivo) quando a preparação é 
banhada por uma solução contendo concentrações de cálcio mais 
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mais baixas (1 mM) e de potássio mais altas (7 mM) que as medidas 
na hemolinfa ou no líquido extrapaleal, respectivamente de 6 mM 
e 1mM. Em condições de curto-circuito a barreira basolateral do 
EEM é mais permeável que a barreira apical aos diferentes iões 
sendo o potencial intracelular fundamentalmente sensível às 
mudanças da concentração de potássio e cloro na hemolinfa. Houve 
quedas de 67 e 92% na corrente de curto-circuito quando a solução 
que banha o lado apical do epitélio foi respectivamente gazifica-
da com oxiqénio a pH 7.2 e 4.5 ou de 88% quando qasifiçada com 
carbogénio nominalmente sem bicarbonato. A adição de DIDS, SITS 
e amiloride causou a inibição da corrente de curto-circuito de 
uma forma mais ou menos acentuada quando adicionados do lado da 
hemolinfa não ocorrendo nenhuma alteração com a adição da ubaína. 
A corrente foi também inibida pelo DNP, iodocetamida e diamox. 
Os fluxos líquidos de potássio (rubídio), cloro e cálcio foram 
negligíveis quando comparados com a corrente de curto-circuito. 
Foi encontrado um pequeno fluxo líquido de sódio em direção ao 
lado da hemolinfa e um fluxo líquido de bicarbonato que corres-
pondeu a um fluxo de carga igual à corrente de curto-circuito e 
que foi inibido por DIDS. A permeabilidade ao cálcio foi uma 
ordem de grandeza mais elevada que as permeabilidades ao sódio, 
potássio ou cloro. Concentrações de cloro e de potássio intrace-
lular determinadas com microeléctrodos sensíveis a iões ou com 
métodos químicos mostraram valores acima dos respectivos valores 
de equilíbrio. A associação entre os fluxos de bicarbonatos e de 
cloro ficou demonstrada pelo aumento da concentração de cloro 
quando se removeu bicarbonato do lado da hemolinfa. A calcifica-
ção da concha resulta provavelmente do balanço entre uma difusão 
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simples de cálcio para o compartimento extrapaleal quando se cria 
um gradiente electroguímico favorável para este ião e o movimento 
igualmente passivo de cálcio gue resulta do transporte contra 
gradiente de iões bicarbonato realizados pelo epitélio. O balanço 
entre estes dois processos pode explicar as variações cíclicas 
da mineralização ao longo do ano. 
3 - Em condições de curto-circuito o epitélio extrapaleal produ-
ziu uma acidificação do compartimento extrapaleal e uma alcalini-
zação do compartimento hemolinfático segundo uma taxa de secreção 
que foi idêntica em valor numérico à corrente de curto-circuito 
simultaneamente medida em condições estacionárias. Tanto a 
corrente de curto-circuito como a secreção de ácido e de base 
foram igualmente inibidos pela anoxia, diamox, DIDS (do lado da 
hemolinfa), DNP e iodocetamida. A corrente de curto-circuito foi 
sensível às concentrações de CO , bicarbonato e protões no com-
partimento extrapaleal e insensível ao vanadato e oligomicina, 
mas lentamente inibida pelo DCCD adicionado sob anóxia e quase 
totalmente inibida em poucos segundos pelo TBTO. Isto sugere gue 
a corrente de curto-circuito é devida à troca de Cl HC03" com 
recirculação de Cl~ através da membrana basolateral e à operação 
duma bomba electrogénica de protões na membrana apical. 
4 - Tendo em conta que durante a maior parte do ano as prepara-
ções epiteliais geravam correntes de curto-circuito baixas surgiu 
a necessidade de melhorar as condições de estudo. A pré-incubação 
do epitélio extrapaleal do lado da hemolinfa com uma solução 
contendo succinato a pH 4 durante 15 minutos e com temperaturas 
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acima de 1 5°C seguida de uma incubação com succinato a pH 7 indu-
ziu uma estimulação da corrente de curto-circuito de cerca de dez 
vezes. Depois do período de incubação o succinato deixou de ser 
necessário para a manutenção da corrente durante muitas horas. 
A corrente foi inibida pelo DNP, iodocetamida e diamox. Obtive-
ram-se estimulações idênticas com citrato, fumarato, cc-cetogluta-
rato e malato. Isto sugere que as variações cíclicas da corrente 
de curto-circuito ao longo do ano, elevadas no verão-outono e 
baixas no inverno-primavera, se deve provavelmente às alterações 
no teor de succinato e outros substratos nas células extrapa-
leais. 
5 - A ausência de um transporte transmembranar específico para 
os iões cálcio no sentido da concha tornou difícil a compreensão 
dos mecanismos de calcificação da concha pelo que desenvolvemos 
um estudo sobre as condições ideais para a mobilização de cálcio 
no sentido da concha. Deste modo, verificou-se que em meio ácido 
o pH interno dos animais é ligeiramente mais baixo, a concentra-
ção de cálcio livre é mais elevada e há uma redução de grânulos 
calcários no manto e uma intensa deposição de cálcio. Estes 
parâmetros traduzem no seu conjunto uma forte mobilização das 
reservas internas de cálcio para a concha em condições de acido-
se. Esta situação reproduz-se muito provavelmente "in vivo" no 
período de primavera-verão quando a calcificação é mais intensa 
devido a uma acidose metabólica. Nos animais mantidos em meio 
alcalino verificou-se um aumento no número de grânulos calcários 
do manto. Esta situação ocorre "in vivo" no período outono-inver-
no, altura em que muito provavelmente haverá uma subida dos 
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níveis de pH do meio interno do animal devido a um aumento natu-
ral de oxigenação do meio externo e de um transporte mais intenso 
de bicarbonatos para a hemolinfa. 
6 - No que se refere à estruturação da camada nacarada da concha 
os estudos feitos revelam a presença de cristais de aragonite e 
de a-quitina formando dois componentes importantes no processo 
de calcificação. A estrutura ortorrômbica destes compostos com 
tendência para uma forma mais estável, a idêntica distância 
reticular dos planos {110} e a textura lamelar destes dois 
compostos sugerem uma forte afinidade entre eles podendo mesmo 
admitir-se um fenómeno de epitaxia. Nas observações ao microscó-
pio electrónico de varrimento da superfície interna da concha 
encontraram-se cristais de CaC03 com formas geométricas que 
variam ao longo do ano. As formas mais irregulares ocorreram na 
primavera e verão e as mais regulares no outono e inverno. Esta 
variabilidade de formas depende fundamentalmente da concentração 
de cálcio no líquido extrapaleal que será um resultado das varia-
ções cíclicas de pH que ocorrem simultaneamente em sentidos 
inversos na hemolinfa e no líquido extrapaleal. 
7 - 0 estudo do efeito de alguns poluentes (TBTO e Diflubenzu-
ron) permitiu reforçar algumas sugestões já apontadas, relativas 
à deposição e estruturação da concha. Com efeito, o tratamento 
com baixas concentrações de TBTO (0.2 ug/1) provocou "in vivo" 
um aumento da taxa de calcificação da concha provavelmente devido 
à sua actuação ao nível da bomba de protões na membrana apical, 
provocando uma alcalinização do meio extrapaleal o que favorece 
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a deposição de carbonato de cálcio. 0 tratamento "in vivo" com 
Diflubenzuron causou uma desintegração profunda das camadas 
nacaradas da concha devido provavelmente a uma intensa deformação 
da matriz orgânica quitinosa que nestas circunstâncias se 
apresentará sob a forma de monómeros. 
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